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1. Resumo 
Introdução: A infecção por Plasmodium falciparum é referida em diversos trabalhos, 
como um factor de risco para sépsis bacteriana, mais especificamente, por Salmonella 
não-typhi. Os fagócitos, monócitos e granulócitos, constituem a primeira linha de defesa 
do organismo contra patogéneos externos. Desta forma, caso este mecanismo se 
encontre comprometido pode levar à disseminação da infecção bacteriana, contribuindo 
para o aumento da morbilidade e mortalidade. O pigmento malárico (hemozoína), um 
sub-produto do metabolismo do parasita, é libertado na corrente sanguínea após a lise 
eritrocítica e é ingerido pelos fagócitos, onde persiste por longos períodos. 
Objectivo: Determinar se a hemozoína, ingerida por monócitos e granulócitos, tem 
alguma influência na função destas células, em particular na subsequente fagocitose e 
capacidade de eliminar bactérias (Salmonella enterica serótipo Typhimuirium). 
Métodos: Pré-incubaram-se monócitos e granulócitos, com diferentes concentrações de 
hemozoína. Após esta pré-incubação, acedeu-se à capacidade fagocítica, através da 
incubação com bio-partículas de Escherichia coli, conjugadas com um fluorocromo 
dependente do pH (pHrodo™). Estas bio-partículas apenas fluorescem em meio acídico 
como o encontrado em fagossomas, sendo assim possível detectá-las por citometria de 
fluxo. A capacidade fagocítica e bactericida de monócitos que ingeriram hemozoína foi 
avaliada através da utilização de bactérias viáveis, Salmonella GPF positiva.  
Resultados: Os fagócitos pré-incubados com hemozoína, apresentam uma capacidade 
fagocítica comprometida relativamente aos controlos. Este efeito é dependente da dose 
de hemozoína utilizada e do tempo de incubação. A inibição da capacidade fagocítica 
não se cinge apenas aos fagócitos que ingeriram hemozoína. No ensaio fagocítico, com 
bactérias viáveis, não se verificou diferenças entre as capacidades fagocíticas de 
monócitos incubados com e sem hemozoína. No entanto, o ensaio bactericida revelou 
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que, os monócitos pré-incubados com hemozoína, permitiram uma maior sobrevivência 
bacteriana. 
Conclusão: A hemozoína parece inibir a capacidade fagocítica de monócitos e de 
granulócitos. A capacidade de destruir bactérias parece estar, igualmente diminuída nos 
fagócitos incubados com hemozoína. Este facto pode explicar a predisposição dos 
doentes com malária para adquirirem infecções bacterianas disseminadas. 
 
Palavras-chave: Hemozoína, fagocitose, sépsis 
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1. Abstract 
Introduction: Plasmodium falciparum infection is referred, by several studies, as a risk 
factor for bacterial sepsis, especially with non-typhi Salmonella. Phagocytes 
(monocytes and granulocytes) are the first line of defense against external pathogens. If 
this mechanism is impaired it could lead to dissemination of bacterial infection 
contributing to increased morbidity and mortality. Malaria pigment (haemozoin), a sub-
product of parasite’s metabolism, released in the blood stream after erithrocytic lysis, is 
ingested by these cells, where it may persist. 
 Objective: To investigate if the hemozoin ingested by monocytes and granulocytes has 
some influence in their function in particular the subsequent phagocytosis and killing of 
bacteria (Salmonella enterica serovar Typhimurium).  
Methods: Monocytes and granulocytes were pre-incubated with different amounts of 
hemozoin. After this pre-incubation phagocytic capacity was assessed by incubation 
with a pH dependent dye conjugated with Escherichia coli particles (pHrodo ™).  These 
particles only fluoresce in acidic environment, such as found in phagossomes, which 
can be measured by flow cytometry. GFP transfected Salmonella were used to assess 
phagocytosis of live bacteria and killing of these bacteria in hemozoin containing 
phagocytes.  
Results: Phagocytes pre-incubated with hemozoin have their phagocytic ability 
impaired relatively to the control. This effect is both dose and time dependent. The 
inhibition of phagocytic ability is not restricted only to phagocytes that ingested 
hemozoin. The phagocytic assay using viable bacteria revealed no differences between 
monocytes incubated with hemozoin and the respective controls. However, the 
bactericidal assay revealed higher bacterial survival in the hemozoin pre-incubated 
monocytes. 
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Conclusion: Hemozoin seems to impair the phagocytic capacity of phagocytes. 
Furthermore, phagocytes ability to kill bacteria seems decreased by hemozoin. This may 
explain why malaria patients acquire disseminated bacterial infections more easily.  
Key words: Hemozoin, phagocytosis, sepsis 
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2. Introdução  
2.1 Malária 
2.1.1 Da antiguidade ao século XXI – Uma perspectiva histórica sobre a malária 
É aceite que o parasita causador de malária tenha aparecido em África, infectando os 
antepassados primatas do Homem tendo posteriormente evoluído e espalhado pelo 
mundo com ele 
1
. As referências aos sinais e sintomas característicos da malária 
remontam à antiguidade. As primeiras descrições detalhadas foram feitas por 
Hipócrates, no século V a.C. Nesse período, a malária encontrava-se por toda a Europa 
e, por isso, as referências à doença tornavam-se cada vez mais comuns em toda a Grécia 
e Império Romano. Foi igualmente nesta altura que se entendeu que a transmissão de 
malária se encontrava associada a regiões pantanosas 
2
. No entanto, só no século XIX 
com a ascensão da microbiologia, se começou a ver a malária numa perspectiva 
científica 
1
. Na sua revisão sobre a história da parasitologia, Cox relata as principais 
descobertas, no âmbito da malariologia, desde a descoberta do agente causador de 
malária, em 1880, por Alphonse Laveran, um médico do exército francês. Este facto, 
valeu-lhe o prémio Nobel da Medicina em 1907. Posteriormente, em 1887, descobriu-se 
o vector de transmissão. Foi nesta altura que se entendeu que ciclo de vida do parasita 
passaria pelo mosquito. No entanto, só em 1947 foi descoberta a fase hepática do 
desenvolvimento do parasita, pondo fim à questão da inexistência de parasitas na 
corrente sanguínea nos primeiros dias após a picada do mosquito infectado. Desta 
forma, completou-se o entendimento do ciclo de vida do parasita.  
Mais de 70 anos após o conhecimento do ciclo de vida do parasita, a malária ainda 
constitui um problema global de saúde pública 
3
. A Organização Mundial de Saúde 
(OMS) estima que cerca de metade da população mundial se encontre em risco de 
infecção, sendo os indivíduos que vivem nas zonas mais pobres do globo os mais 
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vulneráveis. E de facto, os últimos dados apontam para a ocorrência de 216 milhões de 
casos de malária em todo o mundo no ano de 2010, essencialmente concentrados no 
continente Africano (81%), Sudoeste Asiático (13%) e Mediterrâneo Oriental (5%). 
Estas regiões são fustigadas por um clima de instabilidade económica, social e política, 
o que dificulta as campanhas de prevenção e tratamento levadas a cabo pela OMS 
3
. 
No entanto, a OMS noticiou em Dezembro de 2011, que a taxa de mortalidade 
associada à malária tinha reduzido 25% desde 2000, sendo as maiores reduções 
verificadas no continente africano, onde se observou uma redução de 33%. Foi, 
igualmente, apontado que dos 99 países nos quais ocorre transmissão, 43 registaram 
uma diminuição de 50% no número de casos de malária no período compreendido entre 
2000 e 2010
3
. 
A OMS encara estes resultados como um sucesso das campanhas de prevenção e 
tratamento levadas a cabo nos países com transmissão de malária. No entanto, um 
estudo recente refere que apesar do declínio observado no início da década no número 
esfregaços positivos em crianças com síndrome febril, a partir de 2005 não se verifica 
uma redução significativa no número de admissões em hospitais por malária cerebral 
4
. 
Numa análise sistemática da mortalidade por malária nas últimas duas décadas, os 
autores sugerem que, de facto, tenham ocorrido mais mortes relacionadas com malária 
do que o proposto pela OMS. Em crianças, com idades inferiores e superiores a cinco 
anos, os autores registaram uma mortalidade 1,3 e 8,1 vezes respectivamente, superior 
ao reportado pela OMS no último relatório. A mortalidade associada à malária em 
adultos, poderá ser substancialmente superior do que previsto pela OMS 
5
.   
A malária é causada por parasitas do género Plasmodium, mas apenas cinco espécies 
são capazes de infectar humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 
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Plasmodium ovale, Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi. Esta última espécie é 
de origem símia e descobriu-se, recentemente, ter ultrapassado a barreira da espécie 
6
. 
O ciclo de vida destes parasita é complexo envolvendo dois hospedeiros: o vector 
(mosquitos do género Anopheles) e o Homem 
7
. 
2.1.2 Vector de transmissão 
A malária é transmitida ao Homem através da picada de mosquitos fêmea do género 
Anopheles. São conhecidas cerca de 430 espécies de mosquitos do género Anopheles, 
espalhadas por todo o mundo, mas apenas cerca de 30-40 são passíveis de transmitir 
naturalmente malária a Humanos. Os mosquitos deste género são vectores de 
transmissão de várias doenças. No entanto, consoante a afinidade para o sangue 
humano, seja maior (antropofilia) ou menor (zoofilia), fazem com que determinadas 
espécies representam maiores riscos para a população 
8
. Dois dos principais vectores de 
malária, Anopheles gambiae e Anopheles funestus, são, preferencialmente, 
antropofílicos. Estratégias de controlo da transmissão de malária devem passar pelo 
conhecimento adequado da biologia e do comportamento destes mosquitos. Factores 
como a susceptibilidade a insecticidas e locais de preferência estão a ser tidos em conta 
no desenho de estratégias de prevenção de malária 
9
. 
2.1.3 Ciclo de vida 
As cinco espécies de Plasmodium anteriormente referidas, têm ciclos de vida idênticos 
diferindo apenas em alguns pontos, que serão referidos posteriormente. A infecção 
inicia-se com a picada do mosquito. O mosquito injecta os esporozoítos na corrente 
sanguínea juntamente com a saliva. Os esporozoítos são transportados pela corrente 
sanguínea até ao fígado, onde invadem os hepatócitos. Aqui dá-se a fase hepática do 
ciclo, que consiste na produção de merozoítos por reprodução assexuada, que serão 
libertados para a corrente sanguínea (figura 1). 
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Figura 1: Ciclo de vida de Plasmodium spp. adaptado de 
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As espécies P. vivax e P. ovale produzem uma forma parasitária (hipnozoítos) capaz de 
permanecer nos hepatócitos, durante longos períodos de tempo num estado de 
dormência. Os hipnozoítos podem ser reactivados numa janela temporal que vai desde 
algumas semanas após a infecção primária, mas que pode chegar a alguns anos. As 
infecções causadas pela maturação de hipnozoítos são denominadas de recaídas.  
Os merozoítos libertados do fígado para a corrente sanguínea infectam os eritrócitos, 
dando início à fase eritrocítica do ciclo de vida. Aqui, o parasita utiliza os recursos do 
eritrócito para aumentar o seu tamanho, originando o trofozoíto. De forma a ganhar 
espaço no interior da célula, o parasita digere hemoglobina através da clivagem 
proteolítica das ligações peptídicas. Juntamente com aminoácidos, são libertados os 
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grupos prostéticos da hemoglobina – heme. O heme é altamente tóxico, tanto para o 
parasita como para o hospedeiro. Através de um processo de bio-cristalização, o heme 
livre é convertido em hemozoína, também conhecida como pigmento malárico.  
A maturação do trofozoíto culmina com a divisão nuclear e formação do esquizonte. A 
rotura do esquizonte maduro leva à libertação dos merozoítos na corrente sanguínea, 
capazes de infectar novos eritrócitos, dando origem a um novo ciclo eritrocítico.  
A fase eritrocítica do ciclo é a responsável pela patologia associada à malária. Os 
períodos intermitentes de febre observados nos doentes com malária, correspondem à 
lise dos eritrócitos infectados. É aqui que reside a principal diferença entre as espécies 
de Plasmodium: P. malarie tem uma periocidade de 72 horas, enquanto as restantes 
espécies apresentam um ciclo eritrocítico com uma duração de 48 horas. No entanto, a 
infecção por P. falciparum pode apresentar períodos contínuos de febre em vez dos 
picos característicos de malária.  
Em alternativa, a continuar com o ciclo replicativo, o parasita pode-se diferenciar nas 
formas sexuais, gametócitos. Quando o hospedeiro é novamente picado pelo mosquito, 
estes gametóctios, no interior do mosquito, induzem a formação de gâmetas. Os 
microgâmetas são formados a partir de um processo denominado de exflagelação. 
Possuem um flagelo que lhes permite fertilizar o macrogameta, originando o zigoto. O 
zigoto desenvolve-se numa forma móvel, o oocineto que, por sua vez, se desenvolve no 
oocisto no interior das células epiteliais do intestino do mosquito. O oocisto replica-se, 
assexuadamente, repetidamente. Deste processo resulta a produção de esporozoítos, que 
são libertados após a rotura do oocisto maduro, indo migrar para as glândulas salivares 
do mosquito. O parasita está assim preparado para infectar um novo hospedeiro 
7
. 
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2.1.4 Diagnóstico  
O diagnóstico de malária é feito a partir da observação microscópica de amostras 
sanguíneas, tanto em gota fina (esfregaços) como em gota espessa. Este é, também o 
método preferencial para identificar a espécie responsável pela infecção. A utilização de 
uma gota espessa é um método de concentrar a amostra e é utilizado, essencialmente, 
com o objectivo de detectar a presença de microrganismos. Um técnico experiente 
também pode utilizar esta metodologia, com o objectivo de identificar a espécie, no 
entanto, é muito mais usual a utilização de um esfregaço de sangue para este fim. As 
amostras sanguíneas podem conter formas parasitárias correspondentes a qualquer 
estágio da evolução, pelo que, a melhor altura para a colheita do sangue a analisar será 
entre os acessos de febre e calafrios, altura em que se regista um aumento do número de 
organismos intracelulares. A observação microscópica dos esfregaços sanguíneos 
deverá ser cuidadosa, já que podem existir infecções mistas, com combinações das 
espécies de Plasmodium (sendo, as mais comuns, P. falciparum e P. vivax). A detecção 
de uma infecção mista terá uma influência directa na selecção do tratamento adequado
7
. 
2.2 Sépsis e malária 
Juntamente com a malária, as infecções bacterianas invasivas constituem as principais 
causas de morbilidade e mortalidade infantil no continente Africano 
11,12
. O seu 
diagnóstico representa um pesado fardo para as debilitadas economias dos países 
afectados, tanto a nível de infra-estruturas como de pessoal especializado 
13,14
. Diversos 
estudos demonstram que, a existência de bacteriémia em crianças internadas em 
hospitais africanos é relativamente comum, tanto em zonas com alta prevalência de 
malária como em zonas com baixa prevalência 
15,16
. O agente bacteriológico mais usual 
é a Salmonella enterica. Entre os serótipos não-Typhi – NTS destaca-se a Salmonella 
enterica serótipo Typhimurium como agente importante. Numa meta-análise sistemática 
11 
 
publicada recentemente, onde se analisaram estudos previamente publicados, nos quais 
se havia realizado hemoculturas, apontou a Salmonella enterica como o agente 
bacteriano mais frequente 
13
. Nesse estudo, a Salmonella enterica foi responsável por 
29,1% dos casos analisados, sendo 58,4% NTS. Em contraste com o que se observa em 
países desenvolvidos, nos quais, as infecções com NTS causam predominantemente 
gastroenterite associada a baixa mortalidade 
17
, no meio rural e urbano de África 
subsariana, em que a grande maioria da população se encontra imunitariamente 
debilitada (essencialmente devido a malnutrição e elevadas prevalências de outros 
agentes infecciosos como plasmódio e VIH 
14
), as infecções por NTS são invasivas e 
causam uma mortalidade infantil que, em determinados países, chega a superar a taxa de 
mortalidade infantil associada à malária. De facto, crê-se que os valores de mortalidade 
infantil atribuídos a infecções NTS disseminadas, sejam ainda superior ao registado, 
uma vez que, no ambiente rural africano o óbito de muitas crianças ocorre fora do 
hospital 
11,18
. 
Existem diversos factores de risco para a disseminação de infecção causada por NTS, 
nomeadamente factores ambientais, uma vez que estas infecções se encontram 
associadas às estações chuvosas. No entanto, os factores relacionados com o hospedeiro 
são os mais preponderantes. A par da idade do indivíduo, a malnutrição, a anemia e as 
infecções por VIH ou malária, são considerados factores de predisposição para a 
disseminação destas infecções 
14
.  
Nos últimos anos, surgiram diversas evidências para uma clara associação entre as duas 
patologias. Na Gâmbia foi reportado um decréscimo da incidência de infecções 
disseminadas causadas por NTS, em paralelo com o declínio de malária, resultante do 
sucesso das campanhas de prevenção e tratamento. Por si só, este facto não corrobora a 
hipótese de associação entre malária e NTS invasiva. No entanto, os autores referem 
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que outros factores podem ter influenciado o declínio observado nas duas patologias, 
nomeadamente uma melhoria das condições ambientais e socioeconómicas do país. É 
interessante notar que, a análise da incidência de outros agentes causadores de 
bacteriémia (pneumococos), no mesmo período de tempo, não revelou as mesmas 
alterações verificadas em infecções por NTS 
19
.  
Mas não só a anemia causada por malária é apontada como um factor de risco para a 
disseminação de infecções bacterianas. Uma vez que a anemia falciforme também é 
considerada um factor de predisposição para ocorrência de NTS disseminadas, sugeriu-
se que a ruptura eritrocitária, resultante do ciclo de vida do parasita, fosse a responsável 
pela associação entre as duas patologias 
20
. De facto, estudos utilizando o modelo 
murino, nos quais se induziu a lise eritrocitária através de anti-corpos e, posteriormente, 
se infectou os animais com S.typhimurium, demonstraram que a doença afectava mais 
rapidamente estes animais, originando-lhes a morte
21
. No entanto, um estudo mais 
recente compara os efeitos da anemia mediada por anti-corpos com a anemia causada 
pela infecção por malária, na predisposição para a disseminação de NTS 
22
. Os autores 
observaram que, de facto a anemia predispõe à disseminação de NTS. No entanto, no 
caso da hemólise causada pela infecção por P. yoelii, provoca uma predisposição 100 
vezes superior relativamente ao observado na hemólise mediada por anti-corpos. Esta 
observação pode significar que a hemólise resultante da malária não será o único factor 
de risco/ predisposição para a aquisição de NTS disseminada, mas sim, múltiplos 
factores específicos da infecção por plasmódio, sejam responsáveis por um sistema 
imunitário deficiente, proporcionando a disseminação da infecção por NTS. Os mesmos 
autores observaram a existência de macrófagos contendo pigmento malárico 
(hemozoína), no baço dos ratinhos usados como modelo de co-infecção 
22
. 
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Os mecanismos moleculares subjacentes a esta associação, não são totalmente 
conhecidos. Parece claro que a anemia causada por malária, por si só, não é responsável 
por esta predisposição. No entanto, no decorrer da lise eritrocítica, a hemozoína é 
libertada na corrente sanguínea. A sua acumulação no interior de macrófagos e 
neutrófilos pode comprometer as suas funções bactericidas, proporcionando a 
disseminação da infecção. Foi também proposto que o aumento do ferro disponível, 
resultante da saturação de metaloproteínas férricas, favorecesse o desenvolvimento 
bacteriano devido ao carácter siderofílico de NTS 
14
. 
2.3 Fagocitose: mecanismos de ingestão e degradação 
A fagocitose é o processo de inclusão de partículas sólidas pelo fagócito através de 
emissão de pseudópodos. Em mamíferos, a fagocitose é essencialmente levada a cabo 
por granulócitos, monócitos e macrófagos, geralmente denominados fagócitos 
profissionais. Os monócitos e granulócitos surgem a partir de precursores da medula 
óssea, durante a hematopoiese. Enquanto os granulócitos se encontram na fase final da 
sua diferenciação, sendo mantidos em circulação apenas durante um a dois dias, os 
monócitos, geralmente diferenciam-se em macrófagos 
23
. Dependendo do tecido onde se 
encontrem e das funções a desempenhar, os macrófagos podem manter-se por longos 
períodos de tempo, que podem eventualmente chegar a alguns anos. Os fagócitos 
profissionais têm um carácter de “vigilantes”: circulam pela corrente sanguínea e pelos 
tecidos e são rapidamente recrutados para locais onde ocorra uma lesão, infecção, ou 
inflamação 
24
. Apresentam uma grande versatilidade, ingerindo desde células 
apoptóticas, senescentes, partículas exógenas, como por exemplo, microrganismos 
invasores. A capacidade de fagocitar este leque tão vasto de partículas é atribuída à 
expressão de diversos receptores de membrana especializados, como descrito no ponto 
2.3.1 na página 14. 
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A fagocitose pode ser dividida em duas fases distintas: a formação e a maturação do 
fagossoma. A formação do fagossoma consiste no reconhecimento e inclusão da 
partícula na célula fagocítica, enquanto a maturação corresponde ao desenvolvimento 
do fagossoma, permitindo-lhe degradar a partícula ingerida 
25
. O processo de maturação, 
não só ajuda a suprimir a infecção, como vai gerar antigénios que vão ser apresentados à 
superfície da célula através da associação ao receptor MHC (do inglês, major 
histocompatibility complex), com o propósito de activar a imunidade adaptativa 
26
. 
A fagocitose tem um papel crucial na defesa do organismo contra agentes infecciosos 
externos. Assim, caso este mecanismo se encontre, de alguma forma comprometido, 
pode proporcionar a evasão de bactérias ao sistema imunitário e a consequente 
proliferação, originando a disseminação da infecção 
27,28
. 
2.3.1 Mecanismos de reconhecimento de partículas: formação do fagossoma  
A fagocitose em mamíferos é um processo de eliminação de microrganismos ou de 
outras partículas, consideradas estranhas ao organismo. Os fagócitos profissionais 
ingerem as partículas grandes através de mecanismos complexos, que envolvem uma 
grande variedade de processos biológicos. O processo de reconhecimento dessas 
partículas exógenas e a sua posterior ingestão é mediado por múltiplos receptores com 
mecanismos moleculares distintos. Estes receptores são capazes de induzir diferentes 
vias de sinalização, que, muitas vezes, interagem entre si. O reconhecimento de 
bactérias está associado a respostas inflamatórias, que, por sua vez, vão condicionar a 
eficiência da ingestão dos restantes fagócitos. Os receptores presentes na membrana dos 
fagócitos profissionais, associados à ingestão de bactérias, melhor caracterizados, são os 
receptores Fc, os receptores do complemento e os receptores de manose 
29–31
.  
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2.3.1.1 Fagocitose mediada por receptores Fc 
Os receptores Fc (do inglês, fragment crystallizable region receptors) são assim 
denominados por se ligarem a regiões Fc de imunoglobolinas G (IgG), com maior ou 
menor afinidade. Dos receptores envolvidos nas vias de sinalização de fagocitose, os 
receptores Fc (FcR) são os que se encontram mais bem descritos. Grande parte do 
conhecimento actual sobre estas vias é devido aos FcR 
32. Os FcγR podem dividir-se em 
duas classes, conforme activem ou inibam a sinalização. Os receptores ITAM (do 
inglês, imunorecptors tyrosine-based activation motiffs) contêm uma sequência 
específica de aminoácidos, que lhes permite recrutar proteínas cinases que activam 
cascatas de fosforilação 
33
. Por sua vez, os receptores que contenham no seu domínio 
intercelular, sequências de aminoácidos capazes de recrutar fosfatases, têm uma 
influência inibitória na sinalização. Estes receptores são denominados ITIM (do inglês, 
immunoreceptors tyrosine-based inibition motiffs) 
30,32
. 
Os FcγR reconhecem partículas opsonizadas com IgG. A inclusão da partícula é 
desencadeada através do recrutamento de membrana ao local de contacto e da 
polimerização de actina, por baixo da partícula. Estes processos vão permitir a emissão 
de pseudópodes, que vão envolver a partícula. Este processo é estritamente regulado 
pelos receptores ITAM e ITIM. A sua expressão relativa à superfície da célula 
determina a eficiência com que a partícula vai ser ingerida 
33
. 
2.3.1.2 Fagocitose mediada por receptores do complemento 
As bactérias são opsonizadas por proteínas do complemento existentes no soro, num 
processo que pode, ou não, ser mediado por anti-corpos. Diversos receptores do 
complemento (CR, do inglês, complement receptors) estão envolvidos na fagocitose, 
nomeadamente CR1, CR3 e CR4, que se encontram expressos em monócitos e 
granulócitos 
34
.  
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Estruturalmente, o CR1 é composto por uma cadeia trans-membranar com um longo 
domínio extracelular (onde ocorre a ligação) e por um domínio citosólico constituído 
por apenas 43 aminoácidos 
35,36
. O CR1 liga-se a um vasto leque de opsoninas, no 
entanto, por si só não é capaz de mediar a ingestão, estando essencialmente envolvido 
na ligação da partícula a fagocitar. A ligação das opsoninas ao CR1 parece aumentar a 
resposta fagocítica mediada pelos receptores Fc 
37
. 
O CR3 e o CR4 pertencem à família das integrinas e são heterodímeros constituídos por 
uma cadeia α (CD11b no caso do CR3 e CD11c no caso do CR4) e uma cadeia β 
comum aos dois receptores (CD18) 
35,36
. Estes receptores são responsáveis pela ingestão 
da partícula, sendo no entanto, necessária a presença de estímulos adicionais. Estes 
estímulos podem ser a ligação a substratos revestidos com laminina ou fibronectina, 
activadores da proteína cinase C (PKC, do inglês protein kinase C) ou TNF-α29,38,39. 
2.3.1.3 Fagocitose mediada pelo receptor de manose 
O receptor de manose (RM) é constituído por cadeia única com um domínio 
citoplasmático e um domínio extracelular análogo de lectina 8. O seu domínio 
citoplasmático desempenha um papel crucial nas funções fagocíticas do receptor, no 
entanto, pouco se sabe sobre as vias de sinalização em que se encontra envolvido
40
. 
O RM pertence à família de PAMPs (do inglês, pathogen-associated molecular 
patterns), ou seja, reconhece padrões específicos apresentados à superfície dos 
microrganismos. No caso do RM esses padrões são a manose e a fucose. Este facto 
permite-lhe reconhecer uma vasta gama de microrganismos 
41
. 
Juntamente com a sinalização que estimula a ingestão da partícula, a ligação da 
manose/fucose ao RM desencadeia uma sinalização pró-inflamatória, sendo produzido 
IL-11β, IL-6, GM-CSF, TNF-α e IL-12 42–44. 
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2.3.2 Maturação do fagossoma  
A maturação do fagossoma (representado na Figura 2) é normalmente abordada como 
um processo de acidificação que leva à degradação da partícula ingerida. Os 
mecanismos moleculares envolvidos na maturação do fagossoma não estão totalmente 
esclarecidos, devido à grande complexidade dos processos que a constituem. O modelo 
de maturação mais aceite actualmente, propõe a interacção do fagossoma com as vias 
endocíticas e lisossómicas através de uma série de fusões e fissões que permitem uma 
transferência selectiva do conteúdo das duas vesículas 
45
. Na elegante revisão sobre a 
temática, Vieira e colaboradores esclarecem que, imediatamente após a ingestão da 
partícula, o fagossoma não apresenta as características funções bactericidas. Estas 
propriedades só são adquiridas através da interacção sequencial, com as vesículas de 
endossomas e lisossomas 
31,45,46
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pouco depois da ingestão, o fagossoma tem uma afinidade preferencial para se fundir 
com endossomas primários. A análise da composição membranar de fagossomas, com 
menos de 30 minutos, revelou a existência de componentes característicos da membrana 
citoplasmática, mas também certos marcadores de endossomas primários, como 
Figura 2: Representação esquemática da formação e maturação do fagossoma. Adaptado 
de
25
. 
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receptores de transferrina (TfR, do inglês transferrin receptors), EEA1 (do inglês, early 
endosome antigen 1) e Rab5. No entanto, nesta fase da maturação não se encontram 
marcadores característicos de endossomas secundários ou de lisossomas 
25,45
. As 
proteínas características da membrana citoplasmática e de endossomas primários são 
gradualmente eliminadas do fagossoma. Verifica-se a existência de um tráfego proteico 
retrógrado, do fagossoma para a membrana da célula, tal como observado no 
desenvolvimento da via endossómica. Trinta minutos após a ingestão da partícula, o 
fagossoma funde-se preferencialmente com endossomas secundários. Desta forma, o 
fagossoma adquire as componentes membranares de endossomas secundários, como 
Rab7, Rab9 e receptor de manose-6-fosfato 
47
. 
A fusão com lisossomas é o passo final da maturação do fagossoma. Desta fusão resulta 
uma diminuição no pH (índice de acidez de uma substância). A diminuição do pH, ou 
seja, a acidificação do fagossoma é um processo contínuo ao longo da maturação, 
principalmente, devido à contínua acumulação de V-ATPases (ATPase vacuolar). Esta 
proteína promove a entrada de protões no fagossoma (iões H
+
), utilizando a energia 
proveniente da hidrólise de ATP 
48
. A acidificação é uma componente essencial da 
maturação do fagossoma. Este processo é considerado um marcador de funcionalidade 
do fagossoma, uma vez que, a degradação da partícula ingerida será levada a cabo por 
hidrolases, que só se encontram activas a pH baixos. A acidificação do fagossoma 
desempenha um papel preponderante na apresentação de antigénios, uma vez que 
através da acção de proteasaes são gerados pequenos péptidos que são apresentados à 
superfície da membrana, ligados a moléculas MHC. O complexo MHC II-péptido irá 
migrar para a membrana celular, onde emite um sinal para o recrutamento de células-T. 
Além disso, a catepsina D, uma enzima proteolítica que se encontra funcional a pH 
acídico, activa as proteínas do MHC II 
46
. A apresentação de antigénios é uma 
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componente essencial do desenvolvimento de uma resposta imunitária capaz, uma vez 
que, o recrutamento da imunidade adquirida é dependente deste processo
23,26
. 
Durante todo o processo de maturação, o fagossoma não é um organelo passivo, pelo 
contrário promove a sinalização necessária para desencadear a fusão com os diferentes 
elementos da via endocítica e lisossómica 
45
. A fusão de fagossomas com endossomas e 
posteriormente com lisossomas, não é encarada como uma fusão completa dos dois 
organelos, mas antes, como uma fusão momentânea que permite a troca selectiva de 
componentes fluídicas e membranares 
31
.  
2.3.3 Mecanismos microbianos de evasão à fagocitose 
Muitas bactérias desenvolveram estratégias para se evadirem ao sistema imunitário do 
hospedeiro. Diferentes microrganismos desenvolveram diferentes mecanismos de 
evasão aos fagócitos, o que lhes permite sobreviver e proliferar no interior do organismo 
do hospedeiro. Essas estratégias podem ir desde a camuflagem, evitando a detecção por 
parte dos fagócitos e a consequente ingestão, ou podem promover a regular ingestão, 
tomando partido do ambiente do fagócito para se desenvolverem. Uma outra forma de 
evasão ao sistema imunitário é a inibição da maturação do fagossoma, impedindo-o de 
adquirir as propriedades bactericidas que permitiriam a eliminação do microrganismo 
invasor. A vasta diversidade que se verifica nas estratégias de evasão reflecte a 
complexidade do processo fagocítico 
30
. Diversos microrganismos são capazes de 
estabelecer as estratégias anteriormente mencionadas, como forma de escapar à 
degradação levada a cabo no fagossoma. Entre eles encontram-se bactérias como 
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella enterica, Legionella pneumophila 
29–31
. Uma 
vez que neste trabalho se utilizou S. enterica serótipo Typhimurium, como modelo de 
fagocitose, é pertinente fazer uma breve revisão dos mecanismos que esta bactéria 
utiliza como forma de sobreviver e proliferar no interior de fagócitos profissionais.  
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Salmonella é um patogéneo intracelular facultativo, capaz de se replicar no interior de 
fagócitos profissionais. A entrada na célula é mediada por FcγR, envolvendo o rearranjo 
do cito-esqueleto através da polimerização de actina 
49
. A partir deste processo é 
formado um fagossoma de grandes dimensões, relativamente à bactéria. Este fagossoma 
é idêntico aos compartimentos celulares obtidos por pinocitose 
50
. No entanto, não se 
observou a formação deste fagossoma, de grandes dimensões, quando se utilizou um 
mutante não virulento 
51
. 
A ingestão de Salmonella provoca mudanças nas vias de sinalização da célula 
hospedeira o que afecta diversos processos vitais, como o tráfego membranar, a divisão 
celular, a acção bactericida e a apresentação de antigénios 
49
. 
O destino da Salmonella é determinado por múltiplos factores, tanto do hospedeiro 
como da bactéria 
49
. Isto pode explicar o facto de diversos grupos de investigação 
proporem diferentes destinos para o fagossoma de grandes dimensões contendo 
Salmonella. Alguns grupos sugeriram que ocorresse a maturação do fagossoma, uma 
vez que observaram a aquisição de marcadores lisossómicos, como LAMP-1 (do inglês 
Lysosomal-associated membrane protein 1) e catepsina L 
52,53
. Pelo contrário, outros 
sugerem que o fagossoma não se funde com lisossomas, permanecendo imaturo 
54
.  
A interacção da Salmonella com o organismo hospedeiro envolve vários factores de 
virulência, sendo que os mais importantes são os sistemas de secreção 1 e 2 do tipo III 
(T3SS1 e T3SS2, do inglês, type III secretion systems 1 and 2). A rápida acidificação do 
fagossoma contendo Salmonella, parece ser essencial à sua sobrevivência intracelular. 
De facto, os factores de virulência anteriormente mencionados são activados a pH 
acídico 
30
. Estes factores de virulência são usados para injectar no citoplasma das 
células hospedeiras cerca de 30 proteínas efectoras, que actuam em diferentes vias de 
sinalização 
55
. Interferem, por exemplo, no tráfego proteico de NADPH oxidase (do 
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inglês nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase). Esta proteína é 
importante para o fagócito conseguir eliminar a bactéria uma vez que gera espécies 
reactivas de oxigénio 
56
. 
2.3.4 Quantificação de fagocitose  
A fagocitose representa uma componente essencial da imunidade. Desta forma a 
determinação da correcta funcionalidade de fagócitos profissionais surge com grande 
interesse, quer no diagnóstico de patologias do sistema imunitário, quer na investigação 
da acção de patogéneos sobre a imunidade inata. Para se determinar se os fagócitos em 
questão se encontram nas suas plenas capacidades, isto é, de ingerir partículas e de 
activar toda a maquinaria necessária à sua degradação, foram desenvolvidos ensaios de 
dois tipos. Os ensaios fagocíticos quantificam a capacidade de os fagócitos profissionais 
ingerirem partículas e os ensaios bactericidas de as digerir e eliminar. Com os avanços 
nos campos da citometria de fluxo e da microscopia de fluorescência, desenvolveram-se 
diversos ensaios com partículas bacterianas marcadas com fluorocromos, que permitem 
a sua detecção após a ingestão 
57–59
. Estes ensaios são mais usados através de testes 
comerciais como o phagotest ® e, mais recentemente, pHrodo™ 60–63. 
No entanto, a crescente utilização de microrganismos geneticamente modificados, 
proporcionou a construção de mutantes que expressem proteínas fluorescentes, como a 
proteína verde fluorescente GFP (do inglês, green fluorescent protein). Estes ensaios 
são vantajosos relativamente aos ensaios com partículas bacterianas marcadas com 
fluorocromos, uma vez que permitem a utilização de bactérias viáveis 
57,64
. A utilização 
de bactérias viáveis permite reproduzir in vitro com mais exactidão os mecanismos 
desencadeados pela ingestão das bactérias. Além disso, permite analisar em paralelo, a 
fagocitose e a capacidade bactericida. Os ensaios que visam quantificar a capacidade 
bactericida centram-se na viabilidade bacteriana após a ingestão por fagócitos 
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profissionais 
64–66
. O conceito de viabilidade bacteriana é, nestes ensaios, 
exclusivamente associado à capacidade das bactérias se replicarem em cultura. Na 
interpretação destes ensaios dever-se-á ter em conta que uma bactéria, capaz de se 
replicar, pode no entanto, ter outras funções afectadas, que no meio hostil como o 
organismo do hospedeiro, a impedissem de proliferar. 
2.4 Hemozoína 
Os parasitas do género Plasmodium, no decorrer do seu ciclo de vida, mais 
especificamente, na fase intra-eritrocítica, digerem a hemoglobina. A hemoglobina é 
uma metaloproteína férrica responsável pelo transporte do oxigénio até aos tecidos. O 
transporte é possível devido à presença de um grupo prostético, o heme, que contém um 
átomo central de ferro ao qual o oxigénio se liga. Cada molécula de hemoglobina possui 
quatro grupos heme. Após a digestão da hemoglobina, o heme é libertado. O heme livre 
(ou ferro protoporfirina IX) é altamente tóxico, quer para o parasita, quer para o 
hospedeiro, essencialmente devido à oxidação do ferro ao estado férrico (Fe
3+
), com a 
formação de espécies reactivas de oxigénio 
67
. De forma a remover o heme livre, o 
parasita promove a formação do pigmento malárico ou hemozoína. A hemozoína é um 
cristal prismático com uma característica cor escura. Na elegante revisão de 2007, 
Hänscheid e seus colegas 
68
 descrevem um pouco da história do pigmento malárico. A 
pigmentação escura encontrada em órgãos de doentes com malária severa foi observada 
em 1717 por Lancisi, ainda antes da identificação do parasita. Mais tarde, em 1847, 
Meckel descreveu uma autópsia na qual observou a existência de uma pigmentação 
escura no sangue e em órgãos internos. No entanto, Meckel não conseguiu estabelecer 
uma conexão com a malária. Em 1849, Virchow consegui estabelecer a ligação entre o 
pigmento e a malária
68
. Este facto permitiu a identificação do pigmento malárico, sem 
se saber, no entanto, como era formado ou qual a sua constituição 
69
. Actualmente sabe-
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-se que a hemozoína é um cristal constituído por dímeros de heme. Os dímeros são 
formados através de ligações ferro-carboxilato a cada uma das cadeias laterais da 
porfirina. Os dímeros interagem através de pontes de hidrogénio 
70
. No entanto, o 
processo exacto pelo qual o parasita converte o heme em hemozoína não está totalmente 
esclarecido. O envolvimento de proteínas ricas em histidina (HRP, do inglês, histidine-
rich proteins) foi posto de parte, uma vez que em P. vivax não são encontradas estas 
proteínas, no entanto, este parasita é capaz de produzir hemozoína. Um outro indício de 
que o processo de bio-cristalização da hemozoína não é mediado por HRP é o facto de 
clones de P. falciparum silenciados para a expressão de HRP serem capazes de produzir 
hemozoína 
71
. Recentemente, a hipótese de uma catálise lipídica tem ganho força. 
Estudos de microscopia electrónica de transmissão detectaram a presença de cristais de 
hemozoína em nano esferas lipídicas 
72
. Um outro facto que suporta esta teoria, é o facto 
da síntese de hemozoína in vitro ser promovida pela presença de monoacilglicerois 
insaturados. No entanto, o mesmo não se verifica para diacilglicerois e triacilglicerois 
insaturados 
73
. 
No decorrer do desenvolvimento do parasita no interior dos eritrócitos, mais de 80 % da 
hemoglobina é degradada e o heme libertado é convertido em hemozoína 
74
. Quando o 
eritrócito infectado lisa, de forma a libertar os merozoítos para um novo ciclo de 
infecção, a hemozoína é igualmente libertada. A hemozoína é rapidamente ingerida 
pelos fagócitos presentes em circulação, onde persiste durante longos períodos de 
tempo, sem ser digerida. Um estudo demonstrou que monócitos e neutrófilos que 
fagocitaram hemozoína permaneciam em circulação por 216 e 72 horas, 
respectivamente (valores de medianas) 
75,76
. 
A presença de hemozoína, em leucócitos, demonstrou ser um indicador da severidade da 
doença, como relatado no artigo de revisão de Hänscheid e seus colaboradores 
68
. De 
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facto, um estudo aponta a hemozoína como capaz de prever a progressão da doença de 
uma forma mais eficaz que a parasitémia 
77
. 
2.4.1 A imunomodulação do pigmento malárico  
Apesar da hemozoína ter sido considerada um cristal inerte 
78
, os efeitos da prolongada 
permanência em monócitos e granulócitos levantam dúvidas sobre qual o seu papel na 
imunopatologia associada à malária. De facto, nas últimas duas décadas surgem 
diversos estudos sobre um possível carácter imunomodulador da hemozoína, como 
discutido em diversos artigos de revisão 
68,74
. A ideia de que a hemozoína fosse a 
responsável pela inibição na função de monócitos surge, através da observação de uma 
redução na capacidade bactericida e anti-tumoral, destas células, após a incubação com 
eritrócitos infectados com trofozoítos (TiRBC) 
79
. Esta forma parasitária contém 
grandes quantidades de hemozoína.  
O mesmo grupo observou a formação de lipoperóxidos em macrófagos que ingeriram 
hemozoína 
80
. Estudos mais recentes apontam para o facto de que a hemozoína, no 
interior de macrófagos, aumentasse a secreção de moléculas, tal como a 4-
hidroxinonenal (4-HNE) 
81
. Esta molécula é um aldeido terminal da peroxidação de 
lípidos, produzida através da actividade catalítica do ferro presente na hemozoína
81
. Os 
autores propõem que a molécula tenha um efeito inibitório na eritropoiese, através de 
um mecanismo que envolva alterações profundas no ciclo celular (retardamento da 
apoptose e alterações na transição da fase G1 para a fase S)
81
. Um outro indício do 
envolvimento da hemozoína na subsistência da anemia na malária surge num estudo 
com crianças hospitalizadas com infecção por P. falciparum, demonstrando que a 
percentagem de monócitos com hemozoína era inversamente co-relacionável com o 
hematócrito 
82
.  
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A produção de hidroxi-ácidos gordos polinsaturados, através da interacção da 
hemozoína com a membrana, provoca a sua peroxidação 
83
. Além disso, estes hidroxi-
ácidos gordos polinsaturados são ainda responsáveis pela inibição de funções de 
monócitos, como a capacidade fagocitar partículas, de activar citocinas inflamatórias e 
gerar uma correcta resposta oxidativa 
84,85
. 
De facto, Schwarzer e colaboradores, identificaram alterações significativas na 
expressão de antigénios, à superfície de monócitos que tinham ingerido hemozoína. O 
estudo demonstrou que monócitos com hemozoína eram incapazes de induzir MHC II 
em resposta a estimulação por interferão-gama (INF-γ). O INF- γ regula positivamente 
o MCH II, facto que não se verifica em monócitos incubados com hemozoína. A 
apresentação de antigénios à superfície das células fagocíticas é um factor 
preponderante para o recrutamento de células-T. A ineficácia de INF- γ em gerar uma 
resposta por parte de MHC II compromete a resposta imunitária mediada por células-T. 
O mesmo estudo identifica uma possível inibição de moléculas como CD54 e CD11c, 
ambas importantes para o funcionamento de inibição mediada por células-T 
85
. 
Outros trabalhos dos mesmos autores, identificam uma incapacidade de monócitos com 
hemozoína se diferenciarem em células dendríticas (DC, do inglês denditric cells). A 
hemozoína aparenta igualmente ter um efeito inibitório no desenvolvimento de células 
dendríticas inflamatórias, uma vez que, as DC que ingeriram hemozoína, exibem uma 
maturação comprometida em resposta à estimulação por lipopolissacarídeos (LPS) ou 
por ligandos de proteínas de superfície (como o ligando de CD40) 
86
 
87
. A inibição da 
maturação de células-T no decorrer de infecções, especialmente em fases tardias, tem 
consequências graves para o desencadeamento da imunidade adaptativa. Os autores 
concluem que as DC são capazes de activar células-T mas que estas são incapazes de 
proliferar e segregar citocinas. Estas células-T são incapazes de migrar para os folículos 
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onde são necessárias para ajudar as cálulas-B. Desta forma, falha igualmente uma 
resposta mediada por anticorpos específicos 
87
. 
Foi também detectada uma produção reduzida de ciclo-oxigenase 2 (COX2) e 
prostaglandina E2 (PGE2) em crianças com malária 
88
. A razão desta observação foi 
atribuída à hemozoína e parece contribuir para a malária cerebral e manutenção da 
anemia. 
É conhecido o envolvimento de receptores do tipo toll (TLR, do inglês, toll like 
receptors) no reconhecimento de constituintes de P. falciparum. Coban et al. 
propuseram que a hemozoína activasse DC, através do reconhecimento específico de 
TLR9. Este facto iria promover a activação da resposta imune resultante da produção de 
moléculas pró-inflamatórias, o que foi observado in vitro e in vivo 
89
. Num outro estudo, 
os mesmos autores sugerem que seja possível tirar partido da activação de DC, 
provocada pela interacção da hemozoína com TLR9, utilizando a hemozoína como 
adjuvante para uma vacina contra a malária 
90
. 
No entanto, surgem outros estudos que indicam que a hemozoína, por si só, é inerte, 
mas que o facto de a hemozoína proveniente do parasita (hemozoína nativa) se 
encontrar possivelmente contaminada com ADN proporcione a sua interacção com TLR 
91. Esta hipótese foi rebatida pela utilização de β-hematina, o análogo sintético da 
hemozoína nativa. Vários grupos demonstraram que esta hemozoína sintética não estava 
contaminada com ADN e, no entanto, apresentava propriedades imunogénicas 
89,92
. 
No entanto, outros autores afirmam que a hemozoína não terá quaisquer capacidades 
imunomodulatórias. Atribuem a activação de DC mediada por TLR a um complexo 
proteína-ADN específico da fase eritrocítica de P. falciparum e não à hemozoína ou à 
hemozoína associada a ADN 
93
.   
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Também um estudo que se centra na inibição de DC, no decorrer da infecção por P. 
falciparum, descarta a hemozoína como possível responsável. Os autores afirmam que 
eritrócitos infectados, mas não a hemozoína, são capazes de inibir a maturação de DC e 
o consequente recrutamento de células-T 
94
. 
2.4.2 Diferentes cristais de hemozoína provocam diferentes efeitos? 
O processo de isolamento da hemozoína nativa envolve a manutenção de culturas de 
Plasmodium, processo, por si só, delicado. Quando se acresce os passos de purificação 
necessários para isolar a hemozoína nativa, deparamo-nos com uma metodologia 
complexa e morosa. Este facto levou diversos grupos de investigação a utilizar um 
análogo sintético, a β-hematina ou hemozoína sintética 90,95–97. A hemozoína sintética é 
idêntica à hemozoína nativa, quer espectroscopicamente, quer no padrão obtido por 
difracção de raios-X 
70
. No entanto, uma análise morfológica, por microscopia 
electrónica de varrimento (SEM, do inglês scanning electron microscope) mostrou que 
diferentes metodologias de produção de β-hematina apresentavam diferentes 
características morfológicas e cristalinas 
92
. Os autores caracterizam os cristais obtidos 
por uma cristalização rápida e por uma cristalização lenta.  
Na metodologia de cristalização lenta a β-hematina é sintetizada através do 
envolvimento de uma base anidra (acid-catalyzed hematin anhydride). Este é um 
processo moroso, chegando a demorar entre duas semanas a 15 meses 
92
. Além disso, a 
necessidade de ser realizada numa atmosfera inerte, dificulta a utilização desta 
metodologia em estudos correntes de biologia 
74
. Esta metodologia produz cristais 
morfologicamente idênticos aos de hemozoína nativa. Apesar da forma e cristalinidade 
destes cristais serem idênticas a β-hematina apresenta dimensões superiores à 
hemozoína nativa. Os cristais de β-hematina têm cerca de 4μm enquanto os critais de 
hemozoína nativa têm entre 0,5 e 1,0 μm 92. 
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A metodologia de produção de hemozoína sintética através de cristalização rápida é 
realizada por catálise ácida (anhydrous base-annealing hematin anhydride). Esta 
metodologia, desenvolvida por Slater 
69
, permite a obtenção de cristais homólogos de 
boa qualidade. O tamanho dos cristais varia entre os 0,8 e 1,0 μm, tal como se verifica 
para os cristais de hemozoína nativa. Um controlo rigoroso das condições de síntese 
(como a temperatura da reacção) proporciona a obtenção, de forma reprodutível, de 
material cristalino morfológica e dimensionalmente idêntico à hemozoína nativa. A 
catálise ácida de β-hematina é o processo de produção de hemozoína sintética mais 
utilizado, uma vez que é possível produzir cristais idênticos aos de hemozoína nativa, 
num curto espaço de tempo. Além disso, os reagentes utilizados no processo de síntese 
estão facilmente acessíveis em qualquer laboratório de biologia 
69,92
. 
Além das evidentes diferenças morfológicas e dimensionais entre as metodologias de 
produção de hemozoína sintética, os autores sugerem que diferentes efeitos 
imunológicos estejam associados às diferentes características fisico-químicas dos 
cristais 
92
. De facto, a importância do tamanho dos cristais de hemozoína utilizados nos 
estudos imunológicos é evidenciado pelos diferentes resultados no estudo de hemozoína 
como possível adjuvante, realizado por Coban. Cristais mais pequenos (entre 0,01 e 0,2 
μm) demonstraram ter um efeito adjuvante óptimo, enquanto os cristais de maior 
dimensão (2,0 a 60,0 μm) possuem um efeito adjuvante muito reduzido 90. As 
dimensões dos cristais de hemozoína que apresentaram um efeito adjuvante mais 
evidente são relacionáveis com as dimensões dos cristais de hemozoína nativa e 
sintética (produzida através de catálise ácida). Da mesma forma, a hemozoína sintética 
obtida pela metodologia de cristalização lenta (pela utilização de uma base anidra) 
apresenta dimensões compatíveis com a obtenção de um reduzido efeito adjuvante 
(cerca de 4 μm por cristal). 
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Um estudo recente afirma que, apesar da hemozoína nativa e da β-hematina serem 
estruturalmente idênticas à hemozoína nativa, aquando da libertação do eritrócito 
encontra-se envolta pelo vacúolo digestivo do parasita. Os autores sugerem que a este 
vacúolo contendo hemozoína, e não apenas a hemozoína, seria fagocitado por 
granulócitos e responsável pelos efeitos imunológicos usualmente atribuídos à 
hemozoína 
98
. 
Estas evidências permitem reflectir sobre os resultados discrepantes acerca do efeito de 
hemozoína no sistema imunitário. Uma uniformização das condições de síntese, no caso 
da utilização de hemozoína sintética, e das condições de purificação, no caso de 
hemozoína nativa, são preponderantes para uma noção de qual o real efeito imunológico 
de hemozoína. A comparação dos trabalhos de diferentes grupos é, igualmente, 
dificultada por esses factores.  
 2.5 Fundamentos básicos de citometria de fluxo 
 2.5.1 Forward scatter e side scatter 
A citometria de fluxo é um método analítico que permite analisar características físicas 
da célula. Este método possibilita a análise de diversos parâmetros duma forma 
qualitativa e quantitativa.  
A amostra, geralmente uma suspensão celular, é injectada no instrumento e atravessa a 
câmara de fluxo a uma velocidade constante e perpendicularmente ao feixe de radiação 
proveniente do laser. De forma a possibilitar a análise de cada célula existente na 
amostra, a passagem pelo laser é feita, partícula a partícula, através de um processo 
denominado de focagem hidrodinâmica. A focagem hidrodinâmica do fluxo é 
conseguida através do envolvimento da amostra por um meio líquido, sheath, aquando 
da injecção no instrumento. Cada partícula, ao passar através do laser, provoca uma 
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dispersão da luz, característica das suas propriedades físicas. Esta dispersão é recolhida 
por detectores sendo os dados processados informaticamente.  
A luz dispersa em ângulos pequenos é condicionada pelo tamanho da célula, mas 
depende também de outros factores, tais como o índice de refracção. É designada por 
forward scatter ou FSC. A luz dispersa pela célula em ângulos maiores, representa a 
complexidade celular aumentando com a rugosidade da superfície da célula e com o 
número de organelos presentes no seu interior. É designada por side scatter ou SSC. O 
tamanho e a complexidade celular são considerados parâmetros intrínsecos da célula e 
permitem distinguir diferentes tipos de células (por exemplo, monócitos de 
granulócitos) 
99
. 
2.5.2 Fluorescência 
A par do FSC e do SSC, característicos de uma dada população de células, os corantes 
fluorescentes constituem uma ferramenta adicional para o estudo dessa população. 
Podem actuar de diversas maneiras, como por exemplo, intercalados ou ligados a 
diferentes componentes celulares (ADN, ARN, proteínas), ou conjugados a anticorpos 
específicos para ligação a proteínas nas membranas ou no interior das células, entre 
outras.  
Quando as células marcadas atravessam um feixe de luz, os electrões das moléculas 
fluorescentes são excitados para um estado energético mais elevado e instável. Ao 
reverter para o nível energético mais baixo, os electrões libertam energia sob a forma de 
fotões. Uma vez que a luz fluorescente emitida é inferior à luz absorvida, o 
comprimento de onda da luz fluorescente é mais elevado (e por isso menos energético) 
que a luz incidente. A esta diferença, entre os comprimentos de onda de emissão e 
absorção, chama-se desvio de Stokes. A luz fluorescente emitida é detectada por tubos 
fotomultiplicadores. 
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2.5.3 Principais componentes de um citómetro de fluxo 
Um citómetro de fluxo convencional é constituído pelo sistema hidráulico, óptico, 
electrónico, de iluminação e componente de análise de dados. O sistema hidráulico é 
constituído pelo sheath e é o responsável pela focagem hidrodinâmica da célula. O 
sistema de iluminação é responsável pelo feixe de luz (geralmente um laser) que incide 
sobre cada célula isolada e que origina os sinais de FSC, SSC e fluorescência. O sistema 
óptico, que recolhe a luz dispersa e a fluorescência emitida pelas células em todas as 
direcções. Este sistema direcciona a luz para uma série de filtros e espelhos dicróicos, 
que permitem a passagem de luz de comprimentos de onda específicos. Os sinais 
luminosos são detectados por fotodetectores e por tubos fotomultiplicadores. O sistema 
electrónico é responsável pela transformação dos sinais luminosos em pulsos eléctricos 
(analógicos). As magnitudes destes pulsos são distribuídas, electronicamente, para 
canais, sendo depois representados histogramas com o número de células para cada 
parâmetro (FSC, SSC e fluorescências). O sistema de análise de dados consiste num 
software para análise de toda a informação produzida. Este software permite o estudo e 
a análise independente de sub-populações de células específicas 
99,100
. 
2.5.4 Diferentes fluorocromos utilizados 
2.5.4.1 Bio-partículas  pHrodo ™ 
Utilizaram-se bio-partículas provenientes de Escherichia coli conjugadas com 
pHrodo™, como forma de quantificar a capacidade fagocítica de monócitos e 
granulócitos. O pHrodo™ é uma molécula capaz de aumentar a sua fluorescência à 
medida que o pH envolvente baixa. A sua forma succinimidil-éster-amino reactiva tem 
um pKa de cerca de 7,3 que se altera para cerca de 6,5 quando a molécula é conjugada 
com as bio-partículas bacterianas. Desta forma, é possível quantificar a capacidade 
fagocítica com base na acidificação do fagossoma. Este método proporciona a obtenção 
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de resultados altamente específicos, uma vez que, as bio-particulas só apresentam 
fluorescência no interior de fagossoma devidamente acidificado. Adicionalmente, 
previne a existência de sinal de background resultante de bio-partículas não ingeridas 
que se possam encontrar no meio extracelular ou agarradas à membrana citoplasmática. 
As bio-partículas pHrodo™ apresentam um comprimento de onda de absorção óptimo 
de 560 nm, sendo no entanto, facilmente excitadas com os lasers de árgon (488 nm) 
instalados na maioria dos citómetros de fluxo. O seu comprimento de onda máximo de 
emissão (fluorescência) é 585 nm. Convenientemente, a intensidade da fluorescência 
varia com o pH, sendo tanto mais intensa quando mais baixo (ácidico) for o pH do meio 
(pHrodo™ protocolo, 2010)101. 
2.5.4.2 Iodeto de propídeo 
O iodeto de propídeo (PI) é um corante de fluorescência vermelha. Este corante liga-se 
ao ADN, intercalando-se entre os nucleotídeos, com pouca ou nenhuma preferência na 
sequência, e com uma estequiometria de uma molécula de PI para 4-5 pares de bases de 
ADN. Quando ligado, e dado o ambiente hidrofóbico em que se encontra, emite uma 
fluorescência mais intensa do que quando isolado. Esta molécula possui carga negativa 
o que a impede de penetrar através de membranas celulares intactas. No entanto, uma 
vez no interior da célula, a carga negativa fornece-lhe uma forte afinidade para ácidos 
nucleicos. Tomando partido destas propriedades, é possível utilizar o PI como indicador 
da inviabilidade celular através da identificação de células que apresentem a membrana 
comprometida.  
O comprimento de onda de absorção e de emissão máxima desta molécula intercalada 
com ADN é 535 nm e 617 nm, respectivamente 
99
. 
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2.5.4.3 Anti-CD14 conjugado com isotiocianato de fluoresceína ou ficoeritrina  
O isotiocianato de fluoresceína (FITC) e a ficoeritrina (PE) têm amplas aplicações no 
campo da citometria de fluxo, como por exemplo, a sua conjugação com anticorpos.  
O FITC é um derivado da fluoresceína e tem um comprimento de onda de absorção e 
emissão de 495nm e 521nm, respectivamente.  
O PE é uma proteína vermelha encontrada em cianobactérias e algas vermelhas. O seu 
comprimento de onda de absorção e emissão é 495 nm e 545/566 nm, 
respectivamente
99
. 
2.5.4.4 Salmonella enterica serótipo Typhimurium GFP positiva 
Desde que foi descoberto o gene que codifica a proteína verde fluorescente, GFP (do 
inglês, green fluorescent protein), em medusas Aequorea victoria, que se entendeu que 
a sua utilização, como marcador fluorescente, teria as mais variadas aplicações na área 
da biotecnologia.  
A absorção da radiação ocorre no hexapéptido localizado entre os resíduos 64 e 69 da 
proteína, sendo portanto uma característica intrínseca desta. A GFP apresenta uma 
emissão máxima a 509 nm que lhe confere a característica fluorescência verde 
102
. 
Uma das principais vantagens da GFP é a possibilidade de permitir que se analisem 
células vivas e se proceda à sua monitorização em tempo real. Através de técnicas de 
engenharia genética a incorporação de GFP no ADN de bactérias (pela introdução de 
um plasmídeo que expresse construtivamente GFP) possibilitou o desenvolvimento de 
um ensaio fagocítico utilizando bactérias viáveis 
64,103
. 
As bactérias fluorescentes, no interior dos fagócitos, são facilmente detectáveis por 
citometria de fluxo. As bactérias não ingeridas são eliminadas através da realização do 
ensaio sob a protecção de gentamicina. A gentamicina provoca a morte das bactérias 
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extracelulares, impedindo a existência de um sinal de fluorescência que poderia 
condicionar os resultados obtidos. 
2.5.5 Detecção do pigmento malárico por citometria de fluxo 
A hemozoína é um cristal birrefringente, ou seja, é capaz de desviar um plano de luz 
polarizada. Desta forma, a presença de hemozoína no interior de monócitos, 
granulócitos ou eritrócitos parasitados, pode ser detectada por citometria de fluxo 
104
. 
Esta propriedade óptica permite a sua detecção através da medição da dispersão da luz 
polarizada. Este parâmetro de citometria foi incluído em contadores hematológicos 
(Cell-Dyn
®
, Abbott Diagnostics, Santa Clara, CA, EUA), utilizados em laboratórios de 
rotina, como forma de distinguir eosinófilos dos restantes granulócitos 
105,106
. A 
detecção de eosinófilos é possível porque os seus grânulos característicos provocam a 
depolarização da luz. Só se entendeu a utilidade que estes contadores hematológicos 
teriam no diagnóstico de malária quando, mais tarde, se analisaram amostras sanguíneas 
de doentes e surgiu uma população anormal que depolarizava a luz de forma semelhante 
aos eosinófilos. Esta população correspondia a monócitos e granulócitos que tinham 
fagocitado hemozoína 
106–108
.  
2.5.6 Equipamentos 
Os avanços na citometria de fluxo permitiram o desenvolvimento de equipamentos 
modernos com grande precisão e que permitem a detecção de um grande número de 
parâmetros. No entanto, estes equipamentos são muito pesados e de grandes dimensões. 
Em alternativa, surgem equipamentos mais compactos e mais simples, cuja eficácia não 
fica no entanto comprometida, como é o caso do CyFlow® SL (Partec, Münster, 
Alemanha). O CyFlow® SL (Figura 3) permite a análise de diferentes parâmetros 
ópticos (até cinco), podendo ainda ser utilizado na contagem absoluta de células, sem 
recorrer à utilização de esferas de referência como meio de calibração. É um 
35 
 
instrumento com uma elevada precisão devido à utilização de um laser azul (488nm) em 
estado sólido, caracterizado por um tempo de vida significativamente mais longo 
comparativamente aos lasers utilizados nos outros citómetros, que necessitam de 
arrefecimento. É um aparelho portátil, de 32Kg, que tem uma manutenção simples e 
apresenta a possibilidade de funcionar ligado à bateria de um automóvel. Estas 
características são vantajosas, especialmente quando comparadas com as de outros 
equipamentos mais pesados e volumosos, principalmente quando é necessário proceder 
a análises em laboratórios onde o espaço disponível é limitado ou no caso de se 
pretender utilizar o equipamento em trabalhos de campo. O aparelho é fornecido com 
software de análise de dados da Partec, FloMax®. Este software, que funciona com o 
sistema operativo Microsoft Windows ™, permite controlar o aparelho, adquirir e 
analisar os dados 
109
. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Citómetro de fluxo CyFlow® SL. 
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3. Objectivos 
O principal objectivo deste trabalho é averiguar se a hemozoína é o factor 
preponderante da infecção por plasmódio que contribui para a susceptibilidade a 
infecções bacterianas disseminadas verificada em doentes com malária. 
 Neste sentido pretende-se:  
1. Estudar se a função bactericida dos fagócitos é, ou não, afectada pela presença 
de hemozoína. 
2. Investigar se a presença da hemozoína diminui a capacidade de fagocitose de 
bactérias (Salmonella enterica, serótipo Typhimurium).  
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4. Material e Métodos 
4.1 Material de uso corrente em laboratório 
O material de vidro utilizado neste trabalho consistiu em tubos de vidro de 10 mL com 
tampa de rosca, frascos de pirex “Schott” de 500 mL e 1 L e provetas graduadas de 500 
mL. O material descartável utilizado neste trabalho consistiu em microtubos de 
polipropileno de 1,5mL (Eppendorf, Madrid, Espanha), pipetas graduadas de 2, 5, 10 e 
25 mL (Corning Lowell, MA, EUA), tubos de fundo cónico graduados de 15 e 50 mL 
(Corning Lowell, MA, EUA), placas de petri com diâmetro de 60 mm
 
(TPP 
Trasadingen, Suíça), placas de 24 poços com 1,86 cm
2
 de área do poço (TPP 
Trasadingen, Suíça), filtros de celulose de 33 mm de diâmetro com poros de 0,22 μm 
(Millex-GP, Millipore, Billerica, MA, EUA), Steritop e Stericup de 250 mL (Millex-
GP, Millipore, Billerica, MA, EUA), frascos de cultura celular Easy Flask de 25 e 75 
cm
2
 de área de crescimento (Thermo Fisher Scientific, Surrey, Reino Unida) pontas para 
pipetas de 1-10 μL, 20-200 μL e 200-1000 μL (Greiner Bio-One, Famões, Odivelas, 
Portugal), e tubos de citometria de 3,5 mL (Sarstedt, Rio de Mouro, Portugal). Foram 
utilizadas micropipetas (Labnet Biopette, Edison NJ, EUA) com gamas entre 200-1000 
μL, 50-200 μL, 10-100 μL, 2-20 μL e 0,2-2 μL. 
4.2 Soluções e meios de cultura utilizados 
Consoante o fim a que se destinava, foram utilizados três tipos de água: água de 
qualidade do tipo II, colhida directamente do sistema Millipore Elix 10 UV (Millipore, 
Billerica, MA, EUA), e água de qualidade do tipo I, colhida através do sistema Milli-Q 
Synthesis (Millipore, Billerica, MA, EUA), de 0,054 Ω de resististividade e com um 
filtro de 0,22 μm e água ultra pura (UltraPure™ DNAse/RNAse-Free Distilled Water, 
Gibco, Invitrogen, Madrid, Espanha). 
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O meio de cultura RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies, Invitrogen, Madrid, Espanha) 
sem L-glutamina foi utilizado em todos os passos de incubação das células fagocitárias.  
O meio RPMI-1640 suplementado com L-glutamina 200 mM (Sigma, Sintra, Portugal), 
12,5 mL de HEPES 1 M (Gibco, Invitrogen, Madrid, Espanha), gentamicina (100 
mg/mL) (Gibco, Invitrogen, Madrid, Espanha) e Albumax 10x foi utilizado na cultura 
de Plasmodium falciparum. O protocolo de preparação de Albumax 10x a partir 
AlbuMAX II® (Gibco, Invitrogen, Madrid, Espanha) encontra-se descrito em anexo v. 
O meio Luria-Bertani - LB Broth e LB agar (Lenox) (Pronadisa, Madrid, Espanha) 
foram preparados dissolvendo 20 g e 35 g respectivamente em água tipo II e 
posteriormente autoclavados.  
A solução stock de ampicilina (Sigma, Sintra, Portugal) foi preparada a uma 
concentração de 100.000 μg/mL. A solução foi filtrada com um filtro de 0,22 μm. A 
ampicilina foi incorporada no meio LB (Broth e agar) numa concentração final de 100 
μg/mL.  
O tampão PBS 1x (do inglês Phosphate Buffered Saline) foi feito a partir de uma 
diluição de 1:10 de PBS 10x (Gibco, Invitrogen, Madrid, Espanha). 
O Tampão de Lise de eritrócitos, composto por 4,13 g de NH4Cl (cloreto de amónio), 
0,59 g de KHCO3 (bicarbonato de potássio) e 0,00185 g de EDTA (do inglês 
Ethylenediamine tetraacetic acid) dissolvidos em 500 mL de água destilada. O tampão é 
posteriormente autoclavado e guardado à temperatura ambiente até 6 meses após a sua 
preparação. Todos os componentes deste tampão são da Sigma Aldrich (Sintra, 
Portugal). 
O iodeto de propídeo (PI, do inglês propidium iodide) (Molecular Probes, Invitrogen, 
Madrid, Espanha) foi preparado a uma concentração de 20 mM em água ultra pura 
(Gibco, Invitrogen, Madrid, Espanha), filtrado com um filtro de 0,22 μm e guardado a 4 
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ºC, protegido da luz. Como solução de trabalho utilizou-se PI a 100 μg/mL. Os ensaios 
com PI realizaram-se adicionando 5 μL da solução de trabalho à suspensão celular, 
incubados no gelo durante 20 minutos, protegido da luz.  
As beads de látex (Latex Beads, polystyrene – 0,1 μm, Sigma, Sintra, Portugal) foram 
utilizadas a partir de uma solução stock a 10%, preparada em água ultra pura. Nos 
ensaios descritos utilizou-se as beads de látex a 0,1%. 
O anti-CD14 conjugado com o fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (FITC do 
inglês fluorescein isothiocyanate) e com o fluorocromo ficoeritrina (PE do inglês 
Phycoerythrin) (Immunotools, Friesoythe – Alemanha), guardado a 4 ºC protegido da 
luz. A marcação com anti-CD14-FITC e anti-CD14-PE realizou-se através da adição de 
5 μL de anticorpo à suspensão celular e incubou-se durante 20 minutos, no gelo, 
protegido da luz. 
O ensaio comercial pHrodo™ E. coli BioParticles® Phagocytosis Kit para citometria de 
fluxo (Molecular Probes, Invitrogen, Madrid, Espanha) é constituído por um tampão de 
lise (solução A), um tampão de reconstituição (solução B), um tampão de lavagem 
(solução C) e pelas bio-partículas liofilizadas. As bio-partículas foram preparadas em 2 
mL solução B do mesmo conjunto de reagentes (pHrodo™ E. coli BioParticles®) e 
guardadas até 6 meses após a preparação a 4 ºC e protegido da luz. Os ensaios com este 
reagente foram realizados através da adição do reagente à suspensão celular (numa 
razão de 20 partículas por fagócito) e incubação a 37 ºC ou 4 ºC durante o tempo 
indicado para cada ensaio.  
As bio-partículas opsonizadas Phagotest™ E.coli-FITC (Orpegen Pharma, Heidelberg, 
Alemanha) foram guardadas a 4 ºC e protegidas da luz. Os ensaios com este reagente 
foram realizados através da sua adição à suspensão celular (numa razão de 20 partículas 
por fagócito) e incubação a 37 ºC ou 4 ºC durante o tempo indicado para cada ensaio. 
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A hemozoína nativa foi obtida a partir de culturas in-vitro de Plasmodium falciparum 
(estirpe 3D7). A metodologia detalhada de purificação da hemozoína nativa encontra-se 
no anexo i.  
A hemozoína sintética utilizada foi gentilmente cedida pela Professora Doutora Cevayir 
Coban (Osaka University, Japão). Em alguns ensaios foi utilizada como comparação a 
hemozoína sintética produzida na equipe de trabalho (pela aluna de Mestrado Ana 
Góis). As hemozoínas sintéticas utilizadas foram sintetizadas pelo método de Slater, 
com algumas modificações. A descrição da metodologia detalhada de síntese de 
hemozoína encontra-se descrita no anexo ii.  
Antes de qualquer utilização a hemozoína foi quantificada através de um ensaio 
colorimétrico, QuantiChrom Heme Assay Kit (BioAssay Systems, Hayward CA, EUA), 
segundo as indicações do fabricante. Anteriormente à utilização do ensaio de 
quantificação a hemozoína foi dissolvida nas suas unidades básicas (heme), sendo que o 
valor determinado representa a concentração equivalente de heme. A dissolução do 
cristal foi feita por hidrólise básica com NaOH (12 mM) (sigma, Sintra, Portugal) 
durante 1 hora, para garantir que toda a hemozoína foi convertida em heme. O ensaio 
baseia-se na conversão do heme numa solução com cor, cuja intensidade é medida a 400 
nm e é proporcional à concentração de heme na amostra. 
As amostras de hemozoína utilizadas neste trabalho foram testadas para possíveis 
contaminações com ADN, proteínas e bactérias do género Mycoplasma. As 
metodologias detalhadas utilizadas na realização dos testes anteriormente referidos 
encontram-se no anexo iii.  
A morfologia dos cristais de hemozoína foi analisada por microscopia electrónica de 
varrimento (SEM, do inglês Scanning Electron Microscopy). As imagens de 
microscopia electrónica de varrimento foram obtidas na Faculdade de Ciências da 
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Universidade de Lisboa pelo técnico Telmo Lopes. Dez microlitos de cada amostra de 
hemozoína foram colocadas sobre uma fita de carbono e deixou-se secar durante 24 
horas. A metalização das amostras foi feita através da sobreposição de camadas finas de 
ouro, recorrendo ao equipamento JEOL JFC-1200. As imagens foram adquiridas com 
uma ampliação de 1500 X, 5000 X e 15000 X no equipamento JEOL JFC-5200 LV. 
4.3 Equipamento utilizado 
4.3.1. Equipamento de uso corrente no laboratório 
Na realização deste trabalho foi utilizado o seguinte equipamento de uso corrente: 
centrífugas (modelos 5415D e 5810R, Eppendorf, Madrid, Espanha), banho-maria 
(modelo DK-S12, Pioway, Nanjing, China), espectrofotómetro de bancada (WPA 
Biowave CO8000 Cell Density Meter, Biochrom Ltd, Cambridge, Reino Unido), estufa 
incubadora a 37
o
C com uma atmosfera contendo 5% de CO2 (HERAcell 150, Heraeus 
Hanau, Alemanha) e câmara de fluxo laminar (Biosafety cabinet II-EN 2000,Faster, 
Cornaredo, Itália) 
4.3.2 Citómetro de fluxo 
As análises citométricas foram realizadas no citómetro CyFlow® SL (Partec, Münster, 
Alemanha). O CyFlow® SL é um citómetro de bancada, de dimensões reduzidas, 
equipado com um laser sólido azul (488 nm) e detectores para cinco parâmetros: 
Forward Scatter (FSC), Side Scatter (SSC), fluorescência verde (FL1), fluorescência 
laranja (FL2) e fluorescência vermelha (FL3). O aparelho utilizado neste estudo foi 
modificado de forma a permitir a detecção de dois tipos de Side Scatter: o Side Scatter 
vertical e o Side Scater horizontal ou depolarizado.  
Este aparelho possibilita a obtenção de concentrações celulares através do método de 
Contagem Volumétrica Absoluta. O princípio deste método encontra-se esquematizado 
na Figura 4. 
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4.4 Obtenção e cultura das amostras celulares utilizadas 
4.4.1 Cultura de Plasmodium falciparum  
Culturas in-vitro de eritrócitos infectados com Plasmodium falciparum (estirpe 3D7), 
com um hematócrito de 10%, foram mantidas até atingirem uma parasitémia entre 2% e 
4%.  
As parasitémias foram monitorizadas através da observação microscópica de esfregaços 
corados com Giemsa. Para obter uma maior precisão, o cálculo foi efectuado a partir da 
observação de pelo menos 10 campos. As observações microscópicas foram realizadas 
por dois operadores de forma a validar as contagens.  
Quando atingida a parasitémia desejada, as culturas foram centrifugadas a 1800 RPM de 
forma a se obter um pellet unicamente constituído por eritrócitos. Este pellet foi 
congelado a -20
o 
C, até ao momento da purificação da hemozoína nativa. A metodologia 
detalhada de purificação de hemozoína encontra-se descrita no anexo ii.  
Figura 4 Fotografia e Esquema representativos da contagem absoluta volumétrica. A. 
Fotografia de um tubo com amostra no equipamento, onde é possível visualizar o 
mecanismo utilizado pelo equipamento para a contagem absoluta. B. Esquema de contagem 
absoluta de células. O equipamento aspira amostra até atingir o eléctrodo mais curto (B1). A 
contagem é iniciada e só termina quando o eléctrodo mais comprido deixa de detectar 
amostra (B3). O volume aspirado entre B1 e B3 é de 200 μL. 
 
A B 
B1 B2 B3 
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4.4.2 Microrganismos utilizados  
O microrganismo utilizado neste trabalho foi a estirpe ATCC 12023 de Salmonella 
entérica serótipo Typhimurium, cedida pelo Doutor Jaime Mota (Instituto de 
Tecnologia Química e Biológica, Universidade Nova de Lisboa, Oeiras, Portugal). Esta 
estirpe expressa uma proteína fluorescente, GFP do inglês Green Fluorescence Protein. 
Este propriedade permite a detecção de bactérias (ou de monócitos que fagocitaram 
bactérias) por citometria de fluxo.  
As bactérias foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) líquido com 100 μg/mL de 
ampicilina. A cultura foi realizada num agitador orbital, com uma agitação constante de 
140 rpm, a 37
o 
C, até ser atingida a fase exponencial tardia/ início da fase estacionária 
(17 horas). O crescimento da cultura bacteriana foi seguido através da medição da 
densidade óptica ao longo do tempo. As medições de absorvância foram realizadas num 
espectrofotómetro de bancada. A expressão de GFP foi igualmente monitorizada ao 
longo do tempo através de citometria de fluxo. Esta proteína é detectada pelo canal FL1 
do Cyflow® (utilizando um filtro verde de 527/30 nm). 
A cultura em meio sólido foi realizada através da inoculação de 100 μL de suspensão 
bacteriana em meio LB sólido contendo 100 μg/mL de ampicilina. Incubou-se durante a 
noite, possibilitando o crescimento de colónias individualizadas. Posteriormente 
quantificou-se as unidades formadoras de colónias (CFU, do inglês colony forming 
units). 
4.4.3 Células fagocitárias utilizadas e preparação 
4.4.3.1 Monócitos isolados a partir de células mononucleares do sangue periférico 
(PBMCs, do inglês, peripheral blood mononuclear cells) 
O isolamento de PBMCs foi efectuado a partir de buffy-coats cedidos pelo Instituto 
Português de Sangue (IPS). O isolamento de monócitos, a partir de buffy-coats, foi 
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realizado em duas etapas. Na primeira, recorreu-se a um gradiente de densidade com 
Lymphodex (Fresenius, Bad Homburg, Alemanha), de forma a isolar PBMCs. Na 
segunda, tomou-se partido das propriedades de aderência de monócitos. Todos os 
reagentes foram utilizados à temperatura ambiente de forma a não perturbar a 
estabilidade celular e a melhorar a qualidade da separação.   
Isolamento de PBMCs por gradiente de densidade 
O conteúdo do buffy-coat foi diluído em RPMI-1640 e foi depositado sobre o 
Lymphodex, numa proporção 1:1:1. Através de centrifugação a 1000 g, durante 20 
minutos, à temperatura ambiente, obteve-se a separação em quatro camadas. A fracção 
contendo PBMCs (essencialmente constituída por monócitos e linfócitos) foi removida 
e lavada duas vezes com RPMI-1640, por centrifugação a 600 g, durante 10 minutos à 
temperatura ambiente. Por fim o pellet foi ressuspendido em RPMI-1640 e quantificado 
microscopicamente, por citometria de fluxo ou por ambos os métodos. 
Para a quantificação por citometria, a suspensão de PBMCs foi diluída em PBS (1:10) e 
analisada. Através da análise do respectivo gráfico de forward scatter (FSC) vs. Side 
Sactter (SSC) foi possível determinar a quantidade percentual de monócitos na amostra 
e inferir a respectiva concentração. A suspensão de PBMCs foi diluída para uma 
concentração final de 500.000 monócitos/ mL de forma a obter confluência numa 
superfície de 1,86 cm
2
 (poço de uma placa de 24 poços). A concentração de monócitos 
foi confirmada após a diluição, recorrendo à marcação com o anti-CD14-FITC. 
Optimização do isolamento de monócitos a partir de PBMCs 
A suspensão de PBMCs, com uma concentração previamente ajustada de 500.000 
monócitos/ mL, foi distribuída por placas de 24 poços (1 mL/ poço). Esta concentração 
permite a obtenção de confluência, minimizando a perda celular aquando da purificação 
dos monócitos. Brevemente, para obter confluência são necessárias 250.000 células/ 
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cm
2
. No caso das placas de 24 poços utilizadas, com 1,86 cm
2 
de área, o número óptimo 
de monócitos a utilizar será 465.500/ poço (aproximadamente 500.000). 
Incubaram-se as amostras numa estufa a 37
o
C, com uma atmosfera contendo 5% de 
CO2, durante 30 minutos, duas, três e quatro horas. Após cada período de incubação os 
respectivos poços foram lavados três vezes com PBS 1x (à temperatura ambiente) de 
forma a retirar as células não aderentes. Após as lavagens, os monócitos foram 
ressuspendidos, em PBS 1x e o conteúdo de cada poço foi transferido para tubos de 
citometria. A concentração de monócitos, no final da purificação, foi confirmada por 
citometria de fluxo. De forma a identificar os monócitos, estes foram marcados com 
anti-CD14-FITC. 
Estabeleceu-se uma cinética de recuperação de monócitos calculando a taxa de 
recuperação (η), relativamente ao inicial.  
  
                
                  
     
Como a concentração inicial foi ajustada a 500.000 monócitos/ mL então, 
  
                
        
     
Para os ensaios posteriores escolheu-se o tempo de incubação que melhor permitia 
satisfazer as condições de maior recuperação/ menor tempo de incubação. 
4.4.4 Sangue total 
Todas as amostras sanguíneas utilizadas nos ensaios de sangue total provieram de 
dadores voluntários saudáveis, após o seu consentimento (Anexo iv). 
As amostras sanguíneas foram colhidas em tubos contendo heparina sódica (B. Braun, 
Melsungen, Alemanha) excepto, quando expressamente explicitado.   
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4.5 Optimização da opsonização de partículas  
Nos ensaios com monócitos isolados foi necessário estudar o efeito da opsonização na 
fagocitose de partículas (hemozoína, bio-partículas pHrodo
TM
 ou beads de látex). Este 
efeito foi testado através da pré-incubação das partículas a opsonizar com soro, com 
plasma ou sem nada.  
O soro autólogo do dador foi obtido através da colheita de sangue sem anti-coagulante. 
Após se ter deixado coagular o sangue durante uma hora, centrifugou-se a 3.000 g 
durante 10 minutos, de forma a obter separação. As partículas a opsonizar foram 
incubadas com soro (20 % v/v), durante 30 minutos num banho-maria a 37
o
C.  
A obtenção de plasma é idêntica à obtenção de soro, diferindo apenas no facto do 
sangue ter sido colhido na presença de anti-coagulante (heparina sódica). A incubação 
ocorreu nas condições anteriormente referidas para a opsonização com soro.  
4.6 Ingestão de hemozoína: Optimização da concentração e tempo de incubação 
utilizados 
O sangue total, diluído (1:1) com RPMI-1640 ou os monócitos isolados por aderência, 
foram incubados com diferentes concentrações de hemozoína sintética (1 μM, 10 μM e 
50 μM) ou beads de látex (0,1%). Incubaram-se durante duas, quatro e seis horas. Como 
controlo, reservaram-se os últimos poços de cada tempo de incubação, cujas suspensões 
celulares foram incubadas nas mesmas condições mas às quais nada foi adicionado. 
No ensaio de sangue total, após cada tempo de incubação, o conteúdo dos poços foi 
homogeneizado e transferiu-se 200 μL de cada poço para tubos de citometria. 
Posteriormente, procedeu-se à lise dos eritrócitos.  
No caso do ensaio com monócitos, após cada incubação, os poços foram lavados com 
PBS 1x (à temperatura ambiente), de forma a remover a hemozoína não ingerida. Os 
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monócitos foram ressuspendidos em 1 mL PBS 1x. Após uma vigorosa 
homogeneização, transferiu-se o conteúdo de cada poço para tubos de citometria.  
Todas as amostras foram marcadas com anti-CD14-FITC, a partir do qual foi possível 
fazer a identificação dos monócitos por citometria de fluxo, e no caso do ensaio com 
sangue total, distingui-los da população correspondente aos granulócitos. Verificou-se 
se a hemozoína teria influência sobre a viabilidade celular através da realização do teste 
de viabilidade com o corante PI.  
Consoante a percentagem de depolarização de monócitos (que indica a percentagem de 
células que ingeriram hemozoína) escolheram-se os tempos de incubação e as 
concentrações de hemozoína que mais se adequavam aos ensaios que se pretendia 
realizar.  
4.7 Ensaio fagocítico 
A fagocitose de monócitos e de granulócitos foi quantificada utilizando o ensaio 
comercial pHrodo™ E. coli BioParticles®, seguindo as recomendações do fabricante, 
excepto quando explicitado.  
O sangue total foi incubado durante quatro horas, numa incubadora com uma atmosfera 
com 5% de CO2 a 37
 º
C, ou procedeu-se directamente ao ensaio fagocítico. No caso dos 
ensaios com monócitos purificados as bio-particulas pHrodo™ foram opsonizadas com 
plasma autólogo antes da realização do ensaio fagocítico.  
Vinte microlitros de bio-particulas pHrodo™ foram adicionados a 100 μL de sangue 
total ou a uma suspensão de monócitos purificados (500.000 monócitos num volume de 
1 mL), numa razão de 20 partículas por fagócito e incubados a 37
o
C (em banho-maria 
ou numa estufa a 37
o
C, com uma atmosfera contendo 5% de CO2) ou a 4
º
C (no gelo) 
durante 15, 30, 90 e 180 minutos. Após cada tempo de incubação os tubos foram 
transferidos para o gelo de forma a parar a fagocitose.  
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Nos ensaios com sangue total a lise eritrocitária foi realizada utilizando os reagentes 
incluídos no pHrodo™ E. coli BioParticles® (cinco minutos de incubação com 100 μL 
de reagente A, seguidos de cinco minutos de incubação com 1 mL de reagente B, à 
temperatura ambiente) ou tampão de lise (2 mL de tampão de lise incubados durante 10 
minutos à temperatura ambiente). 
Posteriormente, marcou-se com anti-CD14 conjugado com FITC. No final da marcação 
procedeu-se a uma lavagem com PBS 1x sendo as células ressuspendidas em PBS 1x 
até ao momento da análise.  
A análise por citometria de fluxo foi realizada no prazo máximo de uma hora após a 
marcação das amostras.  
4.7.1 Ensaio de inibição da fagocitose  
De forma a determinar se o sinal detectado em FL3 corresponde ao sinal proveniente do 
reagente pHrodo™ no interior das células fagocitárias, procedeu-se a um ensaio 
paralelo, onde o sangue foi colhido utilizando EDTA como anticoagulante. A utilização 
de EDTA, como anticoagulante, inibe a capacidade dos fagócitos de ingerir as bio-
partículas pHrodo™. O tratamento da amostra foi feito como explicitado na secção 
anterior. 
4.8 Influência da ingestão de hemozoína na capacidade fagocítica 
Monócitos, isolados como descrito na secção correspondente, foram pré-incubados com 
10 μM e 50 μM de hemozoína sintética ou com beads de látex, durante duas, seis e 24 
horas. Como controlo, a cada tempo de incubação foram reservados poços aos quais 
nada foi adicionado. Após cada tempo de incubação, os poços foram lavados com PBS 
1x de forma a remover a hemozoína não ingerida. Os monócitos foram ressuspendidos 
em meio de cultura (RPMI-1640) e transferidos para tubos de citometria. O ensaio 
fagocítico ocorreu incubando os monócitos com 20 μL de pHrodoTM durante 90 e 180 
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minutos. No final da incubação os tubos foram colocados no gelo de forma a parar a 
fagocitose. Todas as amostras foram marcadas com CD14-FITC.  
4.8.1 Influência do meio de cultura de incubação de monócitos com hemozoína 
O meio de cultura de monócitos incubados com hemozoína 50 μM durante seis (MHz6) 
e 24 (MHz24) horas foi recolhido e guardado a -80 
o
C até à realização do ensaio. 
O ensaio consistiu na adição de MHz a monócitos previamente isolados. MHz6 foi 
centrifugado durante 10 minutos a 13.000 RPM. Adicionou-se à suspensão celular o 
sobrenadante ou o conteúdo total do meio. MHz (24 horas), diluído 1:1, 1:4 ou não 
diluído, foi igualmente adicionado a monócitos. Como controlos, utilizaram-se 
monócitos aos quais foi adicionada hemozoína 50 μM, ou nada.  
Incubou-se durante quatro horas numa estufa a 37 
o
C, com uma atmosfera com 5% de 
CO2. No final da incubação as amostras foram lavadas com PBS 1x e ressuspendidas 
em RPMI-1640. De seguida, procedeu-se ao ensaio fagocítico (20 μL de pHrodoTM 
durante 180 minutos). Após a incubação com as bio-partículas pHrodo
TM
, os monócitos 
foram marcados com CD14-FITC e analisadas no prazo máximo de uma hora no 
CyFlow®. 
A cada tempo de incubação foi, ainda destinado um poço por cada condição 
experimental para a realização do ensaio de viabilidade com PI e cálculo da taxa de 
recuperação (η).  
4.8.2 Comparação dos ensaios fagocíticos utilizando as bio-particulas pHrodo™ e 
Phagotest™ 
O ensaio fagocítico utilizando as bio-partículas pHrodo™ baseia-se na acidificação do 
fagossoma, uma vez que as bio-partículas só emitem fluorescência detectável em pH 
ácido. Desta forma, comparou-se este ensaio com o Phagotest™, uma vez que este não 
depende da acidificação do fagossoma. Os monócitos purificados, como descrito na 
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secção correspondente, foram pré-incubados com 50 μM de hemozoína sintética durante 
seis horas, ou procedeu-se directamente aos ensaios fagocíticos. Incubou-se a suspensão 
celular com 20 μL pHrodo™ ou Phagotest™, durante 15, 90 e 180 minutos. Segundo as 
recomendações do fabricante, as bio-partículas phagotest™ não necessitam de 
opsonização previa, ao contrário das bio-partículas pHrodo™. Após cada tempo de 
incubação, as amostras foram analisadas por citomeria de fluxo. 
4.9 Ensaios com bactérias viáveis  
Utilizou-se esta estirpe de Salmonella para o desenvolvimento de ensaios ex-vivo de 
quantificação de fagocitose e capacidade bactericida. A capacidade fagocítica foi 
avaliada por citometria de fluxo num ensaio protegido com gentamicina.  
4.9.1 Optimização da incubação com gentamicina  
As bactérias foram cultivadas como descrito anteriormente. A cultura bacteriana foi 
lavada três vezes com PBS 1x filtrado (filtro de 0,22 μm). Ajustou-se a concentração 
bacteriana a 5x10
7
 unidades formadoras de colónias (CFU, do inglês colony forming 
units)/mL e incubou-se durante cinco, 10, 15, 20 e 30 minutos em RPMI contendo 100 
μg/mL de gentamicina. Após a incubação inoculou-se 100 μL de suspensão bacteriana 
em meio LB sólido com ampicilina (100 μg/mL). As placas foram incubadas durante a 
noite, de forma a permitir o crescimento de colónias isoladas. Posteriormente, foram 
quantificadas as CFU e inferiu-se uma taxa de sobrevivência bacteriana. Para a 
realização dos ensaios sob a protecção de gentamicina seleccionou-se o tempo de 
incubação que permitiu a obtenção de maior percentagem de morte bacteriana, mais 
rapidamente.  
4.9.2 Influência da opsonização prévia da suspensão bacteriana 
O efeito da opsonização na fagocitose de bactérias foi testado através da sua pré-
incubação com soro, plasma ou sem nada.  
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O soro autólogo do dador foi obtido através da colheita de sangue sem anti-coagulante. 
Após se ter deixado coagular o sangue durante uma hora, centrifugou-se a 3.000 g 
durante 10 minutos, de forma a obter separação. As partículas a opsonizar foram 
incubadas com soro (20 % v/v) durante 30 minutos num banho-maria a 37
o
C.  
A obtenção de plasma é idêntica à obtenção de soro, diferindo apenas pelo facto de o 
sangue, ter sido colhido na presença de anti-coagulante (heparina sódica). A incubação 
ocorreu nas mesmas condições anteriormente referidas para a opsonização com soro. 
4.9.3 Influência da Ingestão de hemozoína na capacidade fagocítica 
Monócitos isolados como descrito anteriormente, foram pré-incubados com 50 μM de 
hemozoína sintética ou com beads de látex, durante seis e 24 horas. Como controlo, a 
cada tempo de incubação foram reservados poços aos quais nada foi adicionado. Após 
cada tempo de incubação, os poços foram lavados com PBS 1x de forma a remover a 
hemozoína não ingerida. Os monócitos foram ressuspendidos em meio de cultura 
(RPMI-1640).   
Adicionou-se a cada poço, uma suspensão bacteriana de Salmonella enterica serótipo 
Typhimurium numa razão bactérias/ monócitos que permitisse a sua detecção por 
citometria de fluxo. A suspensão bacteriana foi cultivada nas condições anteriormente 
descritas e quantificada através da inoculação de diluições sucessiva em meio LB sólido 
(contendo 100 μg/mL de ampicilina).  
Como controlo negativo para o ensaio fagocítico, seleccionaram-se poços aos quais 
imediatamente após a adição das bactérias, se fixou a suspensão celular com 
paraformaldeido 2%. Os monócitos foram incubados com as bactérias durante 15 e 60 
minutos, numa incubadora a 37 
o
C.  
Após cada tempo de incubação removeu-se o meio de cultura utilizado. Os poços foram 
então lavados, três vezes com RPMI-1640 contendo 100 μg/mL de gentamicina, de 
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forma a eliminar as bactérias não ingeridas. Incubou-se durante 15 minutos, à 
temperatura ambiente, com meio com gentamicina. Após esta incubação todos os poços 
foram lavados duas vezes com PBS 1x, de forma a remover a gentamicina.  
Nesta fase adoptaram-se procedimentos distintos, consoante se estivesse a realizar o 
ensaio fagocítico ou bactericida. 
4.9.3.1 Ensaio fagocítico 
Os monócitos foram ressuspendidos em PBS 1x e transferidos para tubos de citometria 
devidamente colocados em gelo. Posteriormente, procedeu-se à marcação com CD14-
PE. Após a marcação com CD14-PE, as amostras foram analisadas por citometria no 
intervalo máximo de uma hora. 
4.9.3.2 Ensaio bactericida 
Para o ensaio bactericida, os monócitos foram ressuspendidos e lavados três vezes com 
água bi-destilada. Deixou-se incubar durante 10 minutos de forma a garantir a lise dos 
monócitos e consequente libertação das bactérias fagocitadas. Inoculou-se 100 μL desta 
suspensão em meio LB sólido, contendo 100 μg/mL de ampicilina. Incubou-se durante a 
noite, possibilitando o crescimento de colónias individualizadas. Posteriormente, 
quantificaram-se as CFU obtidas para cada condição experimental e procurou-se 
estabelecer uma taxa de sobrevivência bacteriana relativamente ao inoculo inicial.   
4.10 Análise dos dados de citometria de fluxo 
Os dados obtidos no CyFlow® foram analisados recorrendo ao software FlowJo versão 
9.1 (TreeStar, Olten, Suíça).  
Todas as amostras com marcação dupla foram compensadas com recurso a marcação 
simples para cada fluorocromo.  
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Figura 5 Estratégia de análise utilizada nos ensaios com monócitos purificados. a) 
Estratégia geral de delinear a população de monócitos. No gráfico à esquerda é definida a 
população de células, a partir da qual se definiu a população de monócitos, pela sua positividade 
na fluorescência de anti-CD14-FITC (à direita). A população de monócitos sofreu dois tipos de 
análise, especificadas em b) e c). b) Análise da depolarização de monócitos, incubados na 
ausência (gráfico da esquerda) e na presença de hemozoína sintética produzida no Japão a uma 
concentração de 50μM (gráfico da direita). A incubação durou seis horas. c) Análise da 
capacidade fagocítica de monócitos, utilizando as bio-partículas pHrodo™. No gráfico da 
esquerda encontra-se representado um controlo negativo, no qual as bio-partículas foram 
incubadas com os monócitos a 4
o 
C, não sendo assim ingeridas. É a partir do controlo a 4
o 
C que 
é delineado o limite a partir do qual se admite que as bio-partículas foram fagocitadas. No 
gráfico da direita encontra-se representado um controlo positivo, no qual as bio-partículas foram 
incubadas com os monócitos a 37
o 
C. 
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Nos ensaios com monócitos purificados, através do gráfico FSC e SSC foi definida uma 
região composta por eventos com tamanho e complexidade correspondente a células 
(monócitos e linfócitos). Os restantes eventos localizados fora da região R1 foram 
excluídos da análise, sendo esta região, essencialmente constituída por plaquetas e 
detritos celulares, de tamanho muito inferior ao de monócitos e linfócitos.  
Tomou-se partido da marcação com o anti-CD14-FITC, detectado pelo canal FL1 do 
Cyflow®, de forma a identificar a população correspondente a monócitos no interior da 
região anteriormente referida. Após a identificação dos monócitos procedeu-se a dois 
tipos de análise (Figura 5). 
Nos ensaios com sangue total utilizou-se a mesma estratégia de análise, com excepção 
de, na segunda etapa da análise, representada na Figura 5 como painel a) (gráfico da 
direita), se definiram duas populações, uma correspondente a monócitos (com um Side 
Scatter reduzido e positiva para a marcação com anti-CD14-FITC) e outra, 
correspondente a granulócitos (negativa para a marcação com anti-CD14-FITC e com 
maior Side Scatter). Após se definir quais as populações correspondentes a monócitos e 
granulócitos, cada uma delas sofreu os dois tipos de análise evidenciados nos painéis b) 
e c) da Figura 5. A delineação do limite a partir do qual se considerou que os 
granulócitos estivessem a fagocitar as bio-partículas encontra-se representada na  figura 
14 da secção dos resultados. 
A análise do ensaio fagocítico utilizando bactérias viáveis seguiu o mesmo esquema 
explicado na Figura 5, com a excepção de que a população correspondente a monócitos 
foi identificada através do gráfico de SSC e FL3 (painel a) gráfico da direita), pois os 
monócitos foram marcados com anti-CD1-PE e a fagocitose quantificada a partir do 
gráfico FSC e FL1, uma vez que as bactérias viáveis utilizadas para a quantificação 
expressam GFP (detectável em FL1) (painel c)).  
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5. Resultados 
 
5.1 Hemozoína: análise quantitativa e qualitativa  
 
Através do ensaio comercial Quantichrom® foi possível quantificar as amostras de 
hemozoína utilizadas neste trabalho.  
Tabela 1: Tipo e concentração das diferentes hemozoínas usadas 
Tipo de Hemozoína 
Concentração 
(mM) 
Hemozoína sintética 
(produzida no Instituto de Medicina 
Molecular) 
3,03 
Hemozoína sintética 
(produzida no Japão) 
7,8 
Hemozoína nativa 1,36 
 
As concentrações de hemozoína utilizadas nos diversos ensaios, foram ajustadas por 
diluição das soluções stock, quantificadas por esta metodologia. No anexo vi 
encontram-se as densidades ópticas e os cálculos necessários para a obtenção das 
concentrações de hemozoína referidas no Tabela 1.  
Todas as amostras de hemozoína utilizadas neste trabalho apresentaram um conteúdo 
hémico inferior a 1%, significando que não se encontravam contaminadas com a 
unidade monomérica dos cristais de hemozoína – heme. As imagens dos respectivos 
cromatogramas, obtidos para cada amostra de hemozoína testada, encontram-se no 
anexo vi.  
Nenhuma das amostras de hemozoína sintética e nativa se encontravam contaminadas 
com bactérias do género Mycoplasma nem com ADN. As imagens dos respectivos géis 
de agarose, utilizados para verificar as possíveis contaminações, anteriormente 
referidas, encontram-se no anexo vi.  
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A hemozoína sintética não apresenta contaminação com proteínas. Este facto era 
expectável, uma vez que este cristal é produzido quimicamente, a partir da β-hematina. 
Contrariamente, na hemozoína nativa, obtida por purificação de culturas de Plasmodium 
falciparum, verificou-se a presença de contaminantes proteicos. No anexo vi encontra-
se a imagem do gel de poliacrilamida utilizado para verificar possíveis contaminações 
com proteínas.  
Através da análise das imagens obtidas por microscopia electrónica de varrimento 
(Figura 6) foi possível concluir que os cristais de hemozoína utilizados nos ensaios, 
apresentavam uma aparência morfológica e estrutural similar ao descrito.  
No que respeita ao tamanho, os cristais de hemozoína sintética produzidos no Instituto 
de Medicina Moleculas (IMM), apresentavam as dimensões esperadas de acordo com a  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Imagens de microscopia electrónica obtidas para os diferentes tipos de 
hemozoína. A primeira linha representa a hemozoína produzida Japão, a segunda linha 
representa a hemozoína sintética produzida no IMM e a terceira linha a hemozoína nativa. As 
colunas representam as diferentes ampliações a que as imagens foram adquiridas. Colunas da 
esquerda para a direita: ampliações de 1500 X, 5000 X e 15.000 X. Hemozoina produziada no 
Japão sem imagem de 15.000 X.  
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metodologia de cristalização rápida utilizada para a sua produção, isto é, cerca de 1 μm 
por cristal (cristais com tamanhos compreendidos entre 1,4 e 1,9 μm). Os cristais de 
hemozoína nativa apresentavam um tamanho médio de 1,3 μm. A hemozoína produzida 
pelos nossos colaboradores no Japão, apresenta dimensões superiores aos cristais de 
heemozoína nativa e sintética produzida no IMM. Estes cristais são morfologicamente 
idênticos, no entanto, apresentam um tamanho de cerca de 5 μm por cristal.  
5.2 Optimização do isolamento de monócitos a partir de PBMCs  
 
A purificação de monócitos, a partir de PBMCs, foi conseguida tomando partido da 
capacidade de aderência deste tipo de células.  
Anteriormente ao processo de purificação por aderência, a suspensão celular foi 
quantificada através de citometria de fluxo. Incubaram-se as amostras de forma a se 
estabelecer uma cinética da taxa de recuperação celular (η).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Após duas e três horas de incubação obtêm-se os valores de recuperação celular mais 
elevados, 60,0 % e 70,8 % respectivamente, como se pode verificar pela observação da 
Figura 7. Nos ensaios subsequentes utilizou-se uma incubação de purificação com uma 
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Figura 7: Taxa de recuperação de monócitos após a purificação por aderência. Incubação 
durante 30 minutos, duas, três e quatro horas.  
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duração de duas horas pois possibilita a recuperação de um número de células suficiente 
para a realização de análises citométricas conclusivas, com um menor gasto de tempo. 
5.3 Ingestão de hemozoína: optimização da concentração e tempo de incubação 
utilizados 
 
Sangue total ou monócitos isolados e purificados segundo a metodologia, anteriormente 
especificada (500.000 monócitos/ mL com uma taxa de recuperação de 50%, após a 
purificação), foram incubados com diferentes concentrações de hemozoína sintética 
produzida no Japão (sHz) e hemozoína nativa (nHz).  
Através da análise por citometria de fluxo, foi possível determinar a taxa de ingestão de 
hemozoína (Figura 8 e Figura 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pela análise da Figura 8 e da Figura 9 verifica-se que a hemozoína é, 
predominantemente, ingerida por monócitos. Observam-se taxas de ingestão da 
hemozoína nativa superiores às observadas para a mesma concentração de hemozoína 
sintética. A ingestão de hemozoína pelas células fagocitárias é proporcional à 
quantidade de hemozoína adicionada. 
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Figura 8: Ingestão de diferentes concentrações de hemozoína por monócitos purificados. 
Taxa de ingestão após a incubação de monócitos purificados com 1, 10 e 50 μM (barras 
brancas, negras e cinzentas respectivamente) de hemozoína sintética (produzida no Japão) 
durante duas, seis (amostras em triplicado) e 24 horas (uma amostra para cada concentração de 
hemozoína. 
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A presença de hemozoína no interior dos monócitos foi confirmada por microscopia 
óptica. Nos painéis A e B da Figura 10 é possível observar hemozoína no interior de 
monócitos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Ingestão de diferentes concetrações de hemozoína por monócitos e granulócitos 
(sangue total). Taxa de ingestão após a incubação de sangue total com 10 e 50 μM de 
hemozoína durante quatro horas. O painel A representa a taxa de ingestão de hemozoína por 
granulócitos e o painel B por monócitos. sHz- hamozoína sintética produzida no Japão; nHz – 
hemozoína nativa. 
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Figura 10: Imagens representativas de microscopia óptica de monócitos que ingeriram ou 
não hemozoína. O painel A corresponde a imagem adquirida a partir de preparações a fresco, e o 
painel B a uma preparação previamente fixada e corada com corante de Giemsa. Nos painéis A e 
B é possível observar hemozoína no interior dos monócitos. Imagens adquiridas com o 
microscópio Leica DM2500, com uma ampliação de 1000x.  
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De forma a determinar se a ingestão de hemozoína estaria a comprometer a viabilidade 
celular, marcaram-se amostras, incubadas nas mesmas condições anteriormente 
referidas, com iodeto de propídeo (PI). O PI é uma molécula fluorescente que se 
intercala com o ADN, caso a membrana citoplasmática se encontre danificada. Assim, 
quanto menor for o sinal de fluorescência emitido por esta molécula, maior será a 
viabilidade celular da amostra. Pela análise da Figura 11, na qual se encontra 
graficamente representado o sinal de PI das amostras incubadas durante duas, seis e 24 
horas, com e sem hemozoína, verifica-se que a presença da hemozoína, no interior dos 
monócitos, causa apenas uma pequena redução na viabildiade.  
 
 
 
 
 
 
 
5.4 Ensaio fagocítico 
5.4.1 Optimização do ensaio fagocítico 
 
De forma a determinar qual o tempo de incubação com as bio-particulas pHrodo™ que 
proporcionava a obtenção de resultados experimentais mais próximos do esperado (mais 
do que 65 % dos monócitos e de 90 % dos granulócitos capazes de fagocitar), realizou-
se um ensaio onde se incubou sangue total, com as bio-particulas durante 15, 30 e 90 
minutos. Uma vez que nos ensaios de estudo da influência da hemozoína seria 
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Figura 11: Percentagens de monócitos corados com iodeto de propídio (PI). Viabilidade 
celular de monócitos purificados após a incubação durante duas, seis e 24 horas (barras brancas, 
negras e cinzentas, respectivamente) sem nada (ND) com beads de látex (Beads) ou com 
diferentes concentrações (1, 10 e 50 μM) de hemozoína sintética produzida no Japão (sHz). 
Amostras não realizadas em triplicado. 
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necessário pré-incubar o sangue com o hemozoína, procedeu-se à comparação da 
capacidade fagocítica de amostras processadas imediatamente a seguir à colheita do 
sangue (T0) e após uma incubação durante quatro horas (T4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparando a capacidade fagocítica das amostras sem incubação (T0), com as 
previamente incubadas (T4), verifica-se uma tendência semelhante ao longo dos 
diferentes tempos de duração do ensaio fagocítico. Pode-se, assim concluir que, uma 
pré-incubação de quatro horas, não afecta a funcionalidade celular, de forma a poder 
interferir com os resultados obtidos.  
Pela observação da Figura 12 é possível verificar que, após uma incubação de 90 
minutos com as bio-partículas de quantificação da fagocitose, se obtém uma taxa de 
ingestão superior a 80%.  
Nos ensaios com monócitos purificados, que envolvem diversas incubações com as 
células aderentes em placa, foi pertinente quantificar a capacidade fagocitária das 
células aderentes e compará-las com a de células em suspensão no meio de cultura.  
Em ambas as metodologias é necessário remover os monócitos aderentes através de 
raspagem, o que pode perturbar a estabilidade celular. No entanto, na metodologia na 
qual as bio-partículas são incubadas com os monócitos aderentes, este procedimento 
será realizado no final do ensaio fagocítico, imediatamente antes da marcação com anti-
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Figura 12: Capacidade fagocítica de granulócitos. Barras a branco representam a capacidade 
fagocitária de granulócitos sem incubação – T0. As barras a negro representam a capacidade 
fagocitária de granulócitos incubados durante quatro horas – T4. O ensaio fagocítico decorreu 
durante 15, 30 e 90 minutos.  
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CD14-FITC e da análise por citometria de fluxo. No caso do ensaio, no qual as células 
se encontram em suspensão, a raspagem dos monócitos é feita antes da incubação com 
as bio-partículas, permitindo aos monócitos recuperar alguma estabilidade durante a 
incubação e antes da marcação com anti-CD14-FITC e da análise por citometria de 
fluxo. 
 
 
 
 
 
 
No ensaio fagocítico, usando as células em suspensão, foi feita a comparação entre a 
incubação com as bio-partículas em banho-maria ou numa estufa a 37
o
C, com uma 
atmosfera contendo 5% CO2 – Figura 13, painel B. Pela observação da Figura 13 pode-
se concluir que, em ambos os suportes, a quantificação da fagocitose segue uma 
tendência semelhante, ao longo do tempo.  
A magnitude da fagocitose após a incubação das bio-partículas com monócitos 
aderentes (Figura 13, painel A) ou com monócitos em suspensão (Figura 13, painel B) é 
similar. Nos ensaios subsequentes, optou-se pela metodologia de quantificação da 
fagocitose com monócitos em suspensão (incubação da suspensão celular em banho-
maria). 
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Figura 13: Quantificação da capacidade fagocítica de monócitos aderentes ou em 
suspensão. Painel A - monócitos aderentes incubados com as bio-partículas pHrodo™ durante 
15, 30, 90 minutos e três horas. Painel B – monócitos em suspensão incubados com as bio-
partículas durante 15, 30, 60, 90 minutos e três horas. Comparação entre a incubação com as 
bio-partculas pHrodo™ em banho-maria (barras a negro) e na estufa a 37oC, com 5% CO2 
(barras a branco).  Amostras não realizadas em triplicado. 
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5.2.2 Ensaio de inibição da fagocitose 
 
De forma a determinar se o sinal detectado em FL3 correspondia de facto à 
fluorescência de pHrodo™ no interior das células fagocíticas, procedeu-se a um ensaio 
no qual as amostras sanguíneas foram colhidas para um tubo com EDTA como anti-
coagulante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pela análise da Figura 14 verifica-se que as amostras onde o ensaio foi realizado a partir 
de sangue colhido em EDTA apresentam uma fluorescência em FL3 inferior e apenas 
1,7% das células fagocitaram. Nas amostras controlo (colhidas em heparina) verifica-se 
uma capacidade fagocítica de 87,2%.  
5.5 Optimização das condições de opsonização 
De forma a maximizar a capacidade dos monócitos de fagocitarem hemozoína e 
posteriormente as bio-partículas pHrdo™ foi pertinente investigar qual a influência da 
opsonização. A opsonização das partículas promove a fagocitose, como se pode 
observar pelos resultados obtidos (Figura 15). As amostras não opsonizadas apresentam 
uma taxa de fagocitose inferior, em comparação com as amostras opsonizadas. 
Comparando a opsonização com plasma ou com soro, a taxa de ingestão de partículas 
Figura 14: Análise da capacidade fagocítica de granulócitos processados na presença e na 
ausência de EDTA. O painel A representa as amostras processadas na ausência de EDTA 
(87,2% fagocitaram) e o painel B representa as amostras processadas na presença de EDTA 
(1,7% fagocitaram). 
A B 
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opsonizadas com soro é superior à observada para partículas opsonizadas com plasma 
(Figura 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No caso da hemozoína, a opsonização não parece interferir com o efeito causado na 
posterior fagocitose das bio-particulas pHrodo™ (Figura 16, painel B). Desta forma 
escolheu-se utilizar plasma em todas as opsonizações.  
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Figura 16: Influência da opsonização na ingestão de hemozoína. Painel A – Taxa de ingestão 
de hemozoína opsonizada com soro ou com plasma. Painel B – Quantificação da capacidade 
fagocítica de monócitos previamente incubados com hemozoína opsonizada com soro (Hz ops 
soro) ou plasma (Hz ops plasma) ou sem hemozoína (Nd) (amostra não realizada em triplicado).  
 
Figura 15: Influência da opsonização das bio-partículas pHrodo™ na fagocitose. Taxa de 
fagocitose de bio-partículas pHrodo™ opsonizadas com soro, plasma ou não opsonizadas.  
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5.6 Influência da ingestão de hemozoína na capacidade fagocítica 
 
Estudou-se a influência da ingestão prévia de hemozoína na capacidade fagocítica de 
monócitos e granulócitos. Para este fim, incubou-se sangue total e monócitos com 
hemozoína sintética (sHz) e nativa (nHz). O sangue total foi incubado com hemozoína, 
durante quatro horas, enquanto os monócitos foram incubados durante duas, seis e 24 
horas. Posteriormente, quantificou-se a capacidade fagocítica recorrendo-se às 
metodologias explicadas na secção apropriada.  
A presença de hemozoína sintética (sHz) influencia a capacidade fagocitária de 
monócitos (Figura 17). Este efeito é evidente após, apenas duas horas de incubação com 
50 μM de sHz (Figura 17, painel A). No entanto, nas amostras pré-incubadas com a 
concentração mais baixa de sHz (10 μM) este efeito não é tão demarcado.  
O efeito inibitório da hemozoína é mais pronunciado às seis horas de incubação (painel 
B). Ambas as concentrações de hemozoína afectam, de forma significativa, a 
capacidade fagocitária de monócitos. 
No entanto, após 24 horas de incubação, seria de esperar uma diferença ainda mais 
demarcada, relativamente aos controlos, uma vez que os monócitos ingeriram grandes 
quantidades de hemozoína. No entanto, tal facto não se verifica. 
Nos ensaios de sangue total verifica-se uma tendência similiar comparado com os 
ensaios com monócitos purificados. Na Figura 18 encontra-se representada 
graficamente a capacidade fagocítica de monócitos e granulócitos previamente 
incubados, durante quatro horas, na presença e na ausência de hemozoína. 
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Figura 17: Capacidade fagocítica de monócitos pré-incubados com e sem hemozoína 
sintética. Os monócitos foram pré-incubados com 10 μM e 50 μM de hemozoína sintética (sHz) 
produzida no Japão ou sem hemozoína (com beads de látex – Beads ou sem nada – Nd). Os 
monócitos foram pré-incubados com ou sem sHz durante duas (painel A), seis (painel B) e 24 
horas (painel C). As barras a branco correspondem a um ensaio fagocítico de curta duração, no 
qual as bio-particulas pHrodo™ foram incubadas durante 90 minutos com os monócitos. As 
barras a negro representam um ensaio fagocítico de três horas. 
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Verifica-se que a capacidade fagocitária de monócitos e granulócitos encontra-se 
diminuída nas amostras previamente incubadas com hemozoína (Figura 18). As 
populações correspondentes a monócitos e granulócitos apresentam uma capacidade 
fagocitária diminuída de 90% e 30% respectivamente, em relação ao controlo.  
Contrariamente ao que seria de esperar, uma vez que a hemozoína nativa se acumula no 
interior dos fagócitos a uma taxa muito mais elevada do que hemozoína sintética 
(Figura 9), a fagocitose de células pré-incubadas com este tipo de hemozoína não 
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Figura 18: Capacidade fagocítica de monócitos e granulócitos (sangue total) pré-
incubados com hemozoína. Capacidade fagocítica de granulócitos (A) e monócitos (B) 
incubados durante quatro horas, sem nada (Nd), com beads de látex (Beads) ou com diferentes 
concentrações (10 e 50 μM) de hemozoína sintética (sHz) e nativa (nHz) 
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apresenta uma inibição tão demarcada (diminuição de 52 % em monócitos de 9 % em 
granulócitos). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os monócitos pré-incubados com hemozoína sintética produzida no IMM não 
apresentaram uma diminuição da capacidade fagocítica tão demarcada, como se verifica 
no caso dos monócitos pré-incubados com hemozoína sintética produzida no Japão 
(Figura 19).  
De forma a determinar se o efeito inibitório da hemozoína se cingia aos monócitos que a 
tinham ingerido ou se este efeito abrangia todas as células sujeitas ao mesmo ambiente, 
analisou-se a capacidade fagocitária de monócitos contendo hemozoína (que 
depolarizavam) e de monócitos não contendo hemozína (não depolarizavam).  
Nos diferentes ensaios independentes com monócitos purificados não foi possível 
estabelecer uma diferença conclusiva, entre a capacidade fagocítica de monócitos que 
ingeriram hemozoína e que não ingeriram hemozoína. No caso dos dadores 1, 2 e 4 (ver  
Tabela 2) verifica-se que ambas as populações de monócitos apresentam uma 
capacidade fagocítica semelhante e, as diferenças observadas, não são significativas. No 
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Figura 19: Capacidade fagocítica de monócitos pré-incubados com e sem hemozoína 
sintética. Capacidade fagocítica de monócitos incubados durante seis horas sem nada (Nd) 
com beads ou com diferentes concentrações de hemozoína sintética produzida no Japão (sHz) 
ou no IMM (Hz IMM). As barras a branco correspondem a um ensaio fagocítico de curta 
duração, no qual as bio-particulas pHrodo™ foram incubadas durante 90 minutos com os 
monócitos. As barras a negro representam um ensaio fagocítico de três horas. 
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caso do dador 3, os monócitos que ingeriram hemozoína aparentam apresentar uma 
capacidade fagocítica superior relativamente aos monócitos que não ingeriram 
hemozína. 
Tabela 2: Diferenças entre a capacidade fagocítica de monócitos que ingeriram, ou não, 
hemozoína, em comparação com o controlo (não incubado com hemozoína). 
 
 
 
Tabela 3: Diferenças entre a capacidade fagocítica de monócitos/granulocitos que 
ingeriram, ou não, hemozoína, em comparação com o controlo (não incubado com 
hemozoína. 
 
 
Capacidade fagocítica 
de monócitos não 
incubados com 
hemozoína (%) 
Capacidade fagocítica de monócitos incubados 
com hemozoína 
Monócitos que não 
ingeriram hemozoína 
(%) 
Monócitos que 
ingeriram hemozoína 
(%) 
Dador 1 2,84 0,08 0,07 
Dador 2 50,2 2,27 3,89 
Dador 3 49,3 3,82 14,43 
Dador 4 18,3 1,23 3,63 
 
Monócitos Granulócitos 
Capacidade 
fagocítica de 
monócitos 
não 
incubados 
com 
Hemozoína 
(%) 
Capacidade fagocítica 
de monócitos incubados 
com hemozoína 
Capacidade 
fagocítica de 
granulócitos não 
incubados com 
Hemozoína (%) 
Capacidade fagocítica de 
granulócitos incubados 
com hemozoína 
Monócitos 
não que 
Ingeriram 
hemozoína 
(%) 
Monócitos 
que 
Ingeriram 
hemozoína 
(%) 
Granulócitos 
que não 
Ingeriram 
hemozoína 
(%) 
Granulócitos 
que 
Ingeriram 
hemozoína 
(%) 
Dador 1 40,1 6,3 1,2 67,6 42,7 7,6 
Dador 2 45,7 5,9 0,4 77,5 54,9 18,3 
Dador 3 55,1 23,2 3,9 72,0 41,5 20,9 
Monócitos purificados incubados durante seis horas com hemozoína sintética produzida no Japão 
(50 μM). Ensaio fagocítico durante 180 minutos. 
Sangue total incubado durante quatro horas com hemozoína sintética produzida no Japão (50 
μM). Ensaio fagocítico durante 180 minutos. 
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Nos diferentes ensaios independentes com sangue total (Tabela 3) verifica-se que os 
monócitos e granulócitos que ingeriram hemozoína apresentam uma capacidade 
fagocítica reduzida, relativamente aos monócitos que não ingeriram hemozoína.  
Associado ao facto de nos ensaios com monócitos purificados (Tabela 2) as diferenças 
entre a capacidade fagocítica de monócitos que ingeriram hemozoína e que não 
ingeriram hemozoína ser reduzida, formulou-se a hipótese de que as células que 
ingerem a hemozoína estariam eventalmente a libertar moléculas/ substâncias que 
sinalizassem uma inibição da actividade dos fagócitos, que se encontrassem na 
proximidade, e que este “efeito” poderia estar no meio da cultura.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Após uma incubação de seis e de 24 horas recolheu-se e preservou-se a -80
o
C o meio de 
cultura utilizado na incubação dos monócitos com a hemozoína. O meio de cultura de 
incubação com monócitos durante seis horas (mHZ6) foi incubado, directamente com 
novos monócitos ou foi centrifugado, de forma a remover os restos de hemozoína 
presentes. O meio de cultura de incubação com monócitos durante 24 horas (mHz24) foi 
Figura 20 Influência do meio de cultura na capacidade fagocítica de monócitos. 
Capacidade fagocítica de monócitos incubados com e sem hemozoína sintética (Japão) e com 
meio proveniente da incubação de monócitos com hemozoína durante seis (mHz6 – painel A) e 
24 horas (nHz24 – painel B). Incubações duraram quatro horas. O ensaio fagocítico com a 
duração de três horas. 
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centrifugado de forma a remover restos de cristal ainda presentes. O mHz24 foi então 
incubado com novos monócitos directamente ou em proporções de 1:1, 1:4 com meio 
de cultura novo. As incubações duraram quatro horas.  
Como se pode verificar na Figura 20 apenas o meio de cultura não centrifugado tem 
alguma influência na capacidade fagocítica dos monócitos. 
5.6.1 Comparação dos ensaios fagocíticos utilizando as bio-particulas pHrodo™ e 
Phagotest™ 
 
O ensaio fagocítico utilizado baseia-se na acidificação do fagossoma, uma vez que as 
bio-partículas só emitem fluorescência detectável em pH ácido. Assim, caso as 
partículas sejam ingeridas mas, se de alguma forma o fagossoma for incapaz de maturar, 
este ensaio de quantificação de fagocitose detectaria uma inibição na capacidade 
fagocítica, quando na verdade, estaríamos perante uma inibição na maturação do 
fagossoma. Procedeu-se então, à comparação do ensaio de quantificação de fagocitose 
utilizado neste trabalho, com outro ensaio cujos resultados não dependessem do pH. 
Escolheu-se o ensaio comercial phagoteste™ que utiliza partículas bacterianas 
conjugadas com FITC.  
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Figura 21: Comparação dos ensaios fagocíticos pHrodo™ e Phagoteste™. Comparação da 
quantificação da capacidade fagocítica através da utilização das bio-partículas pHrodo™ (painel 
A) e das bio-partículas phagotest ™ (painel B). Incubações de 15, 90 e 180 minutos. 
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B) 
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Como se pode observar na Figura 21, ambas as metodologias apresentam um perfil de 
quantificação de fagocitose similar.  
Posteriormente, incubaram-se monócitos isolados e purificados como anteriormente 
descrito com sHz e com nHz, durante seis horas. Após a incubação com hemozoína 
procedeu-se ao ensaio fagocítico (durante três horas) com as bio-partículas pHrodo™ 
ou com as bio-partículas phagotest™. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como se pode observar na Figura 22, ambos os ensaios apresentam tendências 
semelhantes, ainda que com o phagoteste™ se obtenha magnitudes de fagocitose 
inferiores, relativamente ao pHrodo™. Ambos os testes detectam uma inibição da 
capacidade fagocítica de monócitos provocada pela prévia ingestão de hemozoína 
sintética e, em menor escala, pela hemozoína nativa.  
A) 
pHrodo 
B) 
Phagoteste 
Figura 22 Efeito da hemozoína - comparação dos ensaios fagocíticos pHrodo™ e 
Phagoteste™. Comparação da quantificação da capacidade fagocítica através da utilização das 
bio-partículas pHrodo™ (painel A) e das bio-partículas phagotest ™ (painel B). Os monócitos 
foram pré-incubados com hemozoína sintética produzida no Japão (sHz), com hemozoína nativa 
(nHz) ou sem nada (Nd) durante sei horas.  
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5.7 Ensaios com bactérias viáveis  
5.7.1Curva de crescimento de Salmonella enterica serótipo Typhimurium e expressão 
de GFP 
O crescimento da estirpe de Salmonella entérica serótipo Typhimurium utilizada neste 
estudo (estirpe ATCC 12023) foi monitorizado de acordo com a densidade óptica da 
suspensão bacteriana, ao longo do tempo. O ensaio foi realizado em meio LB com 100 
μg/ mL de ampicilina, de forma a seleccionar positivamente o plasmídeo que expressa 
GFP (Green Fluorescence Protein). A expressão de GFP, ao longo do tempo, foi 
quantificada por citometria de fluxo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
A Figura 23 representa a curva de crescimento da estirpe de Salmonella utilizada. A 
curva apresenta o típico aspecto sigmoidal onde é possível observar a fase de latência 
(até duas horas de incubação), a fase logarítmica (entre duas e 10 horas, 
aproximadamente) e a fase estacionária (a partir de 10, 11 horas de incubação).  
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Figura 23 Curva de crescimento de Samonella enterica serótipo Tiphymurium.  Densidade 
óptica de suspensão bacteriana em função do tempo de incubação.  
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Quantificou-se a percentagem de bactérias GFP + no início e no final do crescimento 
(uma hora de incubação e 17 horas de incubação). Como se pode observar na Figura 24, 
após 17 horas de incubação, 94,6% eram GFP +.  
 
 
 
 
 
 
 
5.7.2 Optimização do tempo de incubação com gentamicina  
Tomou-se partido do facto da estirpe de S. enterica utilizada, possuir um plasmídeo que 
expressa, constitutivamente, GFP para o desenvolvimento de um ensaio de 
quantificação da fagocitose com bactérias viáveis. De forma a detectar-se, apenas as 
bactérias fagocitadas, as bactérias não ingeridas foram eliminadas através da incubação 
com gentamicina. Este procedimento foi realizado, tanto no ensaio fagocítico como no 
ensaio bactericida. Neste último, é especialmente importante que apenas as bactérias 
ingeridas pelos monócitos sejam quantificadas, uma vez que o objectivo deste ensaio é 
quantificar a sobrevivência bacteriana após a fagocitose.  
Assim, estabeleceu-se uma cinética de morte bacteriana, ao longo do tempo, através da 
incubação da suspensão bacteriana com gentamicina. 
 
Figura 24: Monitorização da fluorescência de S. enterica por citometria de fluxo. 
Comparação do sinal de fluorescência emitido pelas bactérias GFP positivas após uma 
(painel A) e 17 horas (painel B) de incubação.     
A B 
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Tabela 4: Quantificação da sobrevivência bacteriana após a incubação com gentamicina. 
 
 
 
 
 
 
 
Pela observação do Tabela 4 é possível verificar que a viabilidade celular, evidenciada 
pela capacidade de replicação em cultura, decresce com o tempo de incubação com a 
gentamicina. A incubação com gentanicina durante 15 minutos resulta numa perda de 
99,9% das bactérias relativamente à suspensão inicial. Assim optou-se pela incubação 
de 15 minutos, com gentamicina nos ensaios subsequentes. 
5.7.3 Opsonização de bactérias 
 
De forma a maximizar a capacidade dos monócitos de fagocitarem bactérias, foi 
pertinente investigar qual a influência da opsonização das bactérias. Assim, procedeu-se 
a um ensaio, no qual as bactérias opsonizadas com soro, plasma ou não opsonizadas, 
foram incubadas com monócitos, durante 30 minutos 
Através da observação da Figura 25 é possível concluir que a opsonização de bactérias 
não aparenta influenciar a magnitude com que estas são fagocitadas pelos monócitos, 
pelo que, nos ensaios seguintes, se optou pela não opsonização da suspensão bacteriana.   
 
 
 
 
 
CFU/mL 
5 min Incontáveis 
10 min Incontáveis 
15 min 7000 
20 min 2180 
30 min 930 
Suspensão bacteriana com uma concentração de 1x10
7 
CFU/mL foi incubada durante cinco, 
10, 15 e 30 min com gentamicina a uma concentração final de 100 μg/mL. Foram inoculados 
em meio de cultura semi-sólido (LB-ágar com100 μg/mL ampicilina) 100 μL da suspensão 
após a incubação com gentamicina. 
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5.7.4 Ensaio fagocítico e bactericida  
 
Estudou-se a influência da ingestão prévia de hemozoína na capacidade fagocítica de 
monócitos. Para este fim os monócitos, i foram incubados com hemozoína sintética 
(sHz) durante seis e 24 horas. Posteriormente, procedeu-se ao ensaio fagocítico 
quantificando por citometria de fluxo a percentagem de monócitos que ingeriram S. 
enterica serótipo Typhimurium GFP positiva.   
A taxa de ingestão de sHz foi idêntica ao apresentado na Figura 9, sendo que, ao fim de 
seis e 24 horas de incubação cerca de 50% e 70% dos monócitos, respectivamente, 
tinham ingerido hemozoína.  
Após cada tempo de incubação com sHz procedeu-se ao ensaio de quantificação da 
fagocitose, pela incubação com bactérias viáveis, durante 15 e 60 minutos. A análise, 
unicamente de bactérias fagocitadas por monócitos, foi garantida através da execução 
do ensaio sob a protecção de gentamicina (100 μg/mL). 
Pela observação da Figura 26 é possível concluir que a pré-ingestão de hemozoína 
sintética não parece influenciar a capacidade dos monócitos de fagocitarem as bactérias 
às 24 horas de pré-incubação com a hemozoína (Figura 26, painel B). Pelo contrário, 
após seis horas de incubação, no ensaio fagocítico com duração de 60 minutos, são 
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Figura 25: Influência da opsonização na capacidade fagocítica de monócitos. Quantificação 
feita através da utilização de S. Typhimurium GFP positiva, opsonizadas com plasma, soro ou 
não opsonizadas (Non-Ops). 
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detectadas mais bactérias GFP positivas nas amostras incubadas com o cristal, 
relativamente, aos controlos (barras a negro, painel A da Figura 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Após a incubação de 15 e 60 minutos com as bactérias, procedeu-se ao ensaio 
bactericida, através da cultura em meio LB semi-sólido da suspensão bacteriana 
resultante da lise dos monócitos com água. Deixaram-se crescer as culturas, durante 24 
horas, até ser possível observar colónias isoladas redondas, convexas e com uma cor 
branca amarelada. Quantificaram-se as unidades formadoras de colónias (CFU) para 
cada amostra. Este valor corresponde ao número de bactérias que sobreviveu no interior 
dos monócitos, uma vez que as restantes bactérias foram eliminadas pela gentamicina. 
Como se pode observar na Figura 27, as amostras cujos monócitos foram incubados com 
hemozoína (C) permitiram a sobrevivência de um maior número de bactérias, 
relativamente aos controlos (A e B). De facto, após seis e 24 horas de incubação, os 
ensaios bactericidas com a duração de 15 minutos, demonstram haver uma 
sobrevivência bacteriana de 7,2% e 16% respectivamente superior, nas amostras pré-
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Figura 26: Capacidade fagocítica de monócitos incubados com e sem hemozoína sintética. 
A incubação com sHz durante seis (painel A) e 24 horas (painel B). As barras a branco 
correspondem a um ensaio fagocítico de curta duração, no qual a suspensão de Salmonella 
utilizada na quantificação da fagocitose foi incubadas durante 15 minutos com os monócitos. As 
barras a negro representam um ensaio fagocitico de 60 minutos. 
 
A) 
6 horas 
B) 
24 horas 
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incubadas com hemozoína. No anexo vii encontram-se as CFU/mL obtidas para cada 
tempo de incubação com hemozoína e respectivos controlos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
A                        B                              C 
Figura 27: Crescimento confluente de bactérias S. enterica serótipo Typhimurium após o 
ensaio bactericida. Ensaio bactericida de 15 minutos, com monócitos que foram previamente 
incubados com Beads de Látex (B), hemozoína sintética (produzida no Japão) (C), ou sem nada 
(A) durante 24 horas. 
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6. Discussão 
De acordo com os objectivos deste trabalho estudou-se a influência da ingestão de 
hemozoína na capacidade fagocítica de monócitos e granulócitos.  
Para este fim, utilizou-se o ensaio comercial pHrodo™, ao qual foram feitas diversas 
optimizações. O pHrodo™ é um ensaio de quantificação de fagocitose,por citometria de 
fluxo, que utiliza bio-partículas bacterianas (E.coli), marcadas com um fluorocromo 
que, apenas fluoresce em meio acídico. Desta forma, é possível eliminar passos de 
quenching da fluorescência das partículas não ingeridas, uma vez que as mesmas só 
fluorescem no interior do fagossoma devidamente acidificado. De forma a confirmar 
que as bio-partículas pHrodo™ não fluorescem no meio extracelular, procedeu-se a um 
ensaio no qual a fagocitose foi inibida pela colheita do sangue utilizando EDTA como 
anticoagulante. Os resultados obtidos (Figura 14) permitem concluir que, de facto, as 
bio-partículas utilizadas para a quantificação da fagocitose emitem sinal de 
fluorescência apenas quando se encontram no interior dos fagócitos. 
Estudou-se a cinética da detecção da fagocitose de monócitos e granulócitos através 
deste ensaio, de forma a reproduzir os resultados descritos na literatura
63
 e pHrodo™ e 
phagoteste ™ data sheet). Segundo as recomendações do fabricante, após 15 minutos de 
incubação com as bio-partículas bacterianas pHrodo™, seria de esperar obter uma 
capacidade fagocítica superior a 90% para granulócitos e superior a 65% para 
monócitos. No entanto, os ensaios realizados demonstraram que, para se atingir estes 
valores, seria necessário incubar as bio-partículas com os fagócitos durante mais tempo. 
Nos ensaios com monócitos purificados só após 180 minutos se obteve uma capacidade 
fagocítica superior a 80% (Figura 13). No caso dos ensaios de sangue total foram 
necessários entre 30 a 90 minutos para atingir os referidos valores. No entanto, de forma 
a uniformizar a metodologia de quantificação de fagocitose, as bio-partículas foram 
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incubadas com os fagócitos durante 180 minutos, quer nos ensaios com sangue total 
quer nos ensaios com monócitos purificados.  
Uma vez que nos ensaios com monócitos purificados seria necessário realizar diversos 
passos com os monócitos aderentes em placa (a purificação e a incubação com 
hemozoína), foi pertinente comparar o ensaio fagocítico com os monócitos aderentes ou 
após a sua re-suspenssão. Ambas as metodologias demonstraram uma cinética de 
quantificação semelhante ao longo do tempo, no entanto, escolheu-se realizar o ensaio 
fagocítico após a ressuspensão dos monócitos. Esta escolha foi feita tendo em conta a 
menor destabilização dos monócitos. É necessário promover a remoção dos monócitos 
aderentes através de raspagem, procedimento que pode perturbar a estabilidade celular. 
No entanto, na metodologia na qual as bio-partículas são incubadas com os monócitos 
aderentes, este procedimento será realizado no final do ensaio fagocítico, imediatamente 
antes da marcação com anti-CD14-FITC e da análise por citometria de fluxo. No caso 
do ensaio, no qual as células se encontram em suspensão, a raspagem dos monócitos é 
feita antes da incubação com as bio-prtículas, permitindo aos monócitos recuperar 
alguma estabilidade durante a incubação e antes da marcação com anti-CD14-FITC e da 
análise por citometria de fluxo. 
Foi ainda comparada a cinética da fagocitose quando as bio-partículas são incubadas 
com monócitos numa estufa (a 37
o 
C
 
com
 
uma atmosfera contendo 5% de CO2) ou em 
banho-maria. Verificou-se que ambos os suportes proporcionam a obtenção de 
resultados semelhantes, ao longo do tempo. No entanto, parece haver um atraso quando 
as amostras são incubadas na estufa. Isto acontece, provavelmente, porque em banho-
maria a suspensão celular atinge a temperatura desejada mais rapidamente e de forma 
homogénea, em contraste com a incubação na estufa. 
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Optimização da incubação com hemozoína 
Inicialmente, incubaram-se monócitos com três concentrações de hemozoína: 1 μM, 10 
μM e 50 μM. Estas concentrações reflectem o conteúdo hémico da hemozoína, uma vez 
que são obtidas através da dissolução dos cristais de hemozoína em heme. A escolha 
desta gama de concentrações foi feita tendo em conta o conteúdo hémico presente em 
10 μL de eritrócitos infectados (trofozoítos). 110 Esta gama de concentrações permite, 
ainda, estabelecer comparações entre este estudo e diversos estudos anteriormente 
realizados. 
87,89,111
 
Após a realização do ensaio de optimização da detecção de hemozoína por citometria de 
fluxo, no qual os monócitos foram incubados com as três concentrações de hemozoína, 
anteriormente referidas, durante duas, seis e 24 horas, verificou-se que para a 
concentração mais baixa de hemozoína (1 μM) não eram obtidas taxas de ingestão 
superiores a 10%, mesmo após 24 horas de incubação (Figura 8). Desta forma, excluiu-
se a utilização de hemozoína a 1 μM e optou-se pela utilização das duas concentrações 
mais elevadas nos ensaios subsequentes. Nos ensaios com sangue total foram utilizadas 
as mesmas concentrações de hemozoína. No entanto, nestes ensaios optou-se pela 
utilização de tempos de incubação com a hemozoína mais reduzidos (quatro horas), uma 
vez que se pretende aceder à capacidade fagocítica de granulócitos. Os granulócitos 
apresentam alterações de forma e tamanho quando incubados a 37
o 
C por períodos de 
tempo mais longos, facto que pode dificultar a análise por citometria de fluxo 
(resultados não mostrados).  
Estudou-se a influência da ingestão da hemozoína na viabilidade de monócitos. Como 
referido na secção apropriada (Figura 11) a hemozoína tem pouca influência na 
viabilidade celular, mesmo quando são utilizadas concentrações mais elevadas (50μM). 
No entanto, pontualmente, verificaram-se alterações na viabilidade nos monócitos 
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incubados com hemozoína. Este facto poderá estar associado a factores que não são 
passíveis de ser controlados, como por exemplo, características intrínsecas do dador, ou 
o tempo entre a colheita do sangue e a realização dos ensaios.  
Na grande maioria dos ensaios foi utilizada, exclusivamente, hemozoína sintética 
(produzida no Japão). A utilização de hemozoína nativa é restritiva devido à dificuldade 
e morosidade na sua obtenção. A produção de hemozoína nativa suficiente para a 
realização dos ensaios pretendidos demora em média 30 dias, uma vez que é necessário 
manter um elevado número de culturas de eritrócitos infectados por P. falciparum 
(procedimento delicado) até ser atingida uma parasitémia superior a 2,5% e, 
posteriormente, purificar a hemozoína a partir de pellets provenientes das referidas 
culturas.  
Influência da ingestão de hemozoína na capacidade fagocítica 
Testou-se qual a influência da ingestão de hemozoína na subsequente fagocitose de 
monócitos e granulócitos. Verificou-se que a hemozoína sintética, produzida no Japão, 
inibe a capacidade fagocítica destas células. A magnitude desta inibição é dependente 
da concentração de hemozoína utilizada e do tempo de incubação dos monócitos com a 
hemozoína. Este facto é explicável, uma vez que a quantidade de hemozoína ingerida 
pelos fagócitos é, igualmente, proporcional ao tempo de incubação e à concentração de 
hemozoína utilizada (Figura 8).  
Nos ensaios com monócitos purificados, após duas horas de incubação com 50 μM de 
hemozoína sintética, é possível observar inibição na capacidade fagocítica. No entanto, 
nas amostras pré-incubadas com a concentração mais baixa de sHz (10 μM) este efeito 
não é tão marcado. Uma possível explicação para este facto pode ser a reduzida taxa de 
ingestão de sHz após duas horas de incubação, cerca de 10% (Figura 8). Assim, a 
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quantidade de hemozoína ingerida, não aparenta ser suficiente para afectar a capacidade 
fagocítica destes monócitos.  
Após 24 horas de incubação, os monócitos ingeriram grandes quantidades de 
hemozoína, o que se poderia reflectir numa inibição da subsequente fagocitose ainda 
mais marcada do que se verifica após seis horas de incubação. No entanto, tal facto não 
se verifica. Há que ter em atenção que aqui, as células já se encontram em cultura há 
mais de 24 horas e, os próprios controlos, podem ter as suas funções celulares afectadas. 
Ainda assim, é notória a inibição causada pela hemozoína sintética a 50 μM.  
Nos ensaios com sangue total verificou-se que a hemozoína era mais avidamente 
ingerida por monócitos do que por granulócitos (Figura 9). Esta observação consiste 
numa possível explicação para o efeito inibitório da hemozoína sintética ser mais 
evidente em monócitos do que em granulócitos. No entanto, este facto não explica o 
reduzido efeito inibitório que, se verifica em fagócitos incubados com hemozoína 
nativa, uma vez que esta hemozoína se acumula a taxas superiores tanto em monócitos 
como em granulócitos (Figura 9). Uma possível explicação para esta observação reside 
nos resultados obtidos por espectroscopia electrónica de varrimento (SEM), que 
indicam que a hemozoína sintética, produzida no Japão, é maior do que a hemozoína 
nativa. De facto, efeitos imunológicos diferentes, associados a cristais de hemozoína 
com tamanhos diferentes, foram descritos por Martel et al. 
92
.  
Na literatura foi por diversas vezes apontado que, a hemozoína, por si só, seria inerte 
91
. 
Uma possível contaminação com ADN ou com proteínas seria responsável pelos efeitos 
imunológicos observados nos diversos estudos. No presente estudo verificou-se que a 
hemozoína sintética, produzida no Japão (não contaminada com ADN ou com 
proteínas), produzia um efeito mais pronunciado sobre os fagócitos que a hemozoína 
nativa. A hemozoína nativa revelou ter contaminantes proteicos. Desta forma, este 
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estudo demonstra que a associação de hemozoína com proteínas não é responsável pelo 
seu efeito inibitório na capacidade fagocítica de monócitos e granulócitos.  
Os contaminantes proteicos observados na hemozoína nativa, são, provavelmente, 
provenientes do parasita, uma vez que esta é obtida por purificação de culturas de 
P.falciparum. O processo de purificação da hemozoína nativa envolve um passo de 
degradação de proteínas agregadas através da adição de proteinase K, cuja função é 
clivar as ligações peptidicas (anexo i). Pode-se concluir que este passo não está a ser 
eficiente e será necessário proceder a alguns ajustes na metodologia, nomeadamente, 
prolongar a incubação com proteinase K.  
A título comparativo foi utilizada hemozoína sintética produzida no IMM. Esta 
hemozoína foi produzida pela mesma metodologia de cristalização rápida (catálise 
ácida, método de Slater com algumas modificações, ver anexo ii) que a hemozoína 
produzida no Japão. No entanto, os resultados de SEM demonstraram que, os cristais de 
hemozoína sintética produzida no IMM teriam dimensões mais reduzidas que os cristais 
de hemozoína produzida no Japão. A hemozoína sintética produzida no IMM 
apresentou dimensões idênticas à hemozoína nativa. Estes resultados estão de acordo 
com o descrito por Martel e os seu colaboradores, que referem que o método de 
produção de hemozoína através de catálise ácida, quando devidamente controladas 
determinadas condições reaccionais, origina cristais morfológica e, dimensionalmente, 
idênticos aos cristais de hemozoína nativa. Pelo contrário, as dimensões apresentadas 
pela hemozoína sintética produzida no Japão, são superiores ao esperado uma vez que 
se utilizou a mesma metodologia de cristalização rápida, referida anteriormente. Estes 
cristais são morfologicamente idênticos aos que se produziram no IMM, no entanto, 
apresentam um tamanho de cerca de 5 μm por cristal, mais compatível com a 
metodologia de produção de hemozoína sintética denominada de catálise básica 
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anidra
92
. Como mencionado no caso da hemozoína nativa, diferenças dimensionais nos 
cristais de hemozoína podem estar associados a diferentes efeitos imunológicos 
92
. Este 
facto pode ser a explicação para a reduzida inibição da capacidade fagocítica observada 
em monócitos incubados com a hemozoína produzida no IMM. No entanto, nos ensaios 
com esta hemozoína foram utilizadas doses mais baixas do que nos ensaios com 
hemozoína sintética produzida no Japão, o que dificulta a inferência de conclusões 
sobre o efeito comparativo das duas hemozoínas. Desta forma, seria necessário realizar 
ensaios com ambas as hemozoínas em paralelo, em doses comparáveis.  
Diferenças na capacidade fagocítica de monócitos e granulócitos que ingeriram, ou 
não, hemozoína 
Investigou-se se a capacidade fagocítica de monócitos e granulócitos que ingeriram ou 
não hemozoína seria diferente (Hz positiva e Hz negativa, respectivamente). Pelas 
tabelas 2 e 3 verifica-se uma discrepância entre os ensaios com monócitos purificados e 
os ensaios com sangue total. Nos ensaios com monócitos purificados a população Hz 
positiva aparenta fagocitar mais que a população Hz negativa. Esta observação poderia 
significar que os monócitos que ingeriram hemozoína poderiam estar a libertar alguma 
molécula/ substância que sinalizasse uma inibição dos fagócitos que se encontrassem na 
proximidade. No entanto, quando o meio de cultura utilizado na incubação de 
monócitos com hemozoína foi testado, apenas o meio não centrifugado, ou seja, o meio 
que continha restos não ingeridos de hemozoína evidenciou um efeito sob a capacidade 
fagocítica de monócitos. Estes resultados apontam para que a hemozoína, e não algo 
segregado pelas células que ingeriram hemozoína, esteja a influenciar a capacidade 
fagocítica de monócitos. De facto, a análise das populações Hz positivas e Hz negativas 
nos ensaios de sangue total vai ao encontro desta afirmação, uma vez que se verifica que 
as células que ingeriram hemozoína (Hz positivas) apresentam uma capacidade 
fagocítica inferior às que não ingeriram hemozoína (Tabela 3). A diferença entre a 
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capacidade fagocítica de fagócitos Hz positivos e Hz negativos aparenta ser mais “forte” 
no caso dos ensaios com sangue total, uma vez que a diferença entre estas duas 
populações é mais demarcada, não havendo sobreposição entre as respectivas barras de 
erro (resultados não mostrados).  
A hemozoína inibe a fagocitose e não a acidificação do fagossoma 
Uma vez que o ensaio de quantificação da fagocitose utilizado se baseia na acidificação 
do fagossoma, sendo que as bio-partículas de quantificação só fluorescem no interior do 
fagossoma devidamente acidificado, ponderou-se se a inibição observada na capacidade 
fagocítica de monócitos e granulócitos incubados com hemozoína seria de facto uma 
inibição da maturação do fagossoma. Para este efeito, procedeu-se à comparação com 
outro ensaio de quantificação cujo princípio de acção não estivesse relacionado com a 
acidificação do fagossoma, o Phagotest™. Ambos os testes detectam uma inibição da 
capacidade fagocítica de monócitos incubados com hemozoína. Mais uma vez este 
efeito é mais pronunciado com sHz do que com a nHz, ainda que esta pareça causar 
algum efeito. Uma vez que os resultados obtidos pelas duas metodologias de 
quantificação são semelhantes, é possível afirmar que a hemozoína sintética e 
aparentemente a nativa (ainda que numa magnitude inferior) provocam um efeito 
inibitório da fagocitose subsequente e não na maturação do fagossoma.  
Como forma de corroborar os resultados obtidos por citometria de fluxo, os ensaios 
descritos poderão ser monitorizados através de microscopia de fluorescência. Desta 
forma, será possível confirmar se de facto os fagócitos que ingeriram hemozoína são 
posteriormente incapazes de fagocitar. Uma vez que as bio-partículas pHrodo™ 
apresentam diferenças na intensidade de fluorescência consoante o pH do meio em que 
se encontram, será possível confirmar se de facto a hemozoína não inibe a maturação do 
fagossoma e que os fagócitos que contêm duplamente hemozoína e bio-partículas 
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pHrodo™ apresentam a mesma intensidade de fluorescência que os fagócitos que só 
ingeriram bio-partículas pHrodo™. Poderá, ainda, dar-se o caso de as bio-partículas 
pHrodo™ serem ingeridas, mas que uma inibição da maturação do fagossoma 
provocada pela hemozoína, impeça a sua acidificação e origine um sinal de 
fluorescência inferior não detectável nos ensaios de citometria de fluxo. No entanto, 
uma vez que se utilizou bio-partículas de quantificação de fagocitose não dependentes 
da acidificação do fagossoma (Phagotest™), não se esperará obter tais resultados por 
micorscopia. Uma comparação com amostras controlo, as quais não foram incubadas 
com hemozoína, possibilitará corroborar a hipótese de que a hemozoína afecta a 
capacidade fagocítica da totalidade dos fagócitos das amostras em que foi incubada. No 
entanto, a utilização de microscopia de fluorescência não deverá ser capaz de explicar o 
porquê desta inibição geral observada nos fagócitos incubados com hemozoína.  
Apesar de ser possível analisar a intensidade de fluorescência por citometria de fluxo, 
caso a bio-partícula ingerida apresente uma intensidade de fluorescência inferior ao 
limiar estabelecido (a partir do qual se definiu que a célula estivesse a fagocitar), não 
será detectada como estando efectivamente no interior do fagócito. No entanto, por 
microscopia, deverá ser possível determinar, visualmente, se a bio-partícula pHrodo™ 
se encontra no interior do fagócito, ainda que apresente uma intensidade de 
fluorescência inferior.  
Ensaios com bactérias viáveis 
Nos ensaios com bactérias viáveis utilizou-se uma estirpe da Salmonella enterica 
serótipo Typhimurium que expressa GFP como forma de quantificar a capacidade 
fagocítica e bactericida de monócitos.  
Contrariamente ao que se observou nos ensaios com bio-partículas bacterianas, 
verificou-se que a hemozoína não influencia a capacidade dos monócitos de fagocitarem 
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bactérias. Pelo contrário, após seis horas de incubação, no ensaio fagocítico com 
duração de 60 minutos, observa-se uma maior capacidade fagocítica por parte dos 
monócitos previamente incubados com hemozoína, relativamente aos controlos. Uma 
explicação para estes resultados será possível através da realização de diversas 
experiências de monitorização da fagocitose utilizando diferentes quantidades de 
bactérias. De notar que neste ensaio utilizaram-se, erradamente, 400 bactérias por cada 
monócito. Esta proporção bactérias/ monócitos pode ser demasiado elevada o que 
poderá levar a que os monócitos, com ou sem hemozoína, sejam forçados a fagocitar as 
bactérias. No entanto, a proporção bactérias/ monócitos utilizada não explica a possível 
activação na fagocitose que parece ocorrer nas amostras com hemozoína, após seis 
horas de incubação. 
Realizou-se um ensaio bactericida no qual se acedeu à sobrevivência bacteriana no 
interior de monócitos previamente incubados com ou sem hemozoína. Através deste 
ensaio, observou-se uma maior sobrevivência bacteriana nas amostras em que os 
monócitos foram incubados com hemozoína. Uma vez que por citomeria de fluxo se 
verificou que a capacidade fagocítica dos monócitos incubados com hemozoína seria 
igual ou superior à dos monócitos das amostras controlo, é possível concluir que a 
hemozoína afecta a capacidade dos monócitos eliminarem as bactérias, aumentando 
assim, a sua sobrevivência intra-celular. A explicação para este facto poderá estar 
associada com a acidificação do fagossoma, uma vez que a sobrevivência e replicação 
intra-celular da Salmonella é dependente deste processo 
53
.  
Desta forma, a realização de ensaios de microscopia de fluorescência como forma de 
monitorizar a acidificação dos fagossomas contendo hemozoína, será preponderante 
para a inferência de conclusões válidas sobre a razão pela qual a hemozoína aumenta a 
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sobrevivência de Salmonella. Poder-se-á tomar partido das bio-partículas pHrodo™ 
para este fim, tal como referido anteriormente.   
Estudos de co-infecção de Salmonella e plasmódio, utilizando o modelo murino, 
observaram que os animais previamente infectados com plasmódio demonstravam 
maior predisposição para a disseminação da infecção bacteriana 
22
. Como referido na 
secção apropriada, os autores procuravam estabelecer uma relação entre a hemólise e a 
disseminação da infecção, tendo no entanto concluído que, embora a hemólise 
influencie esta predisposição, deverão existir outros factores, específicos da infecção 
por plasmódio. No presente estudo procurou-se estabelecer um modelo in-vitro para 
entender se a hemozoína poderia ser o factor específico da infecção por plasmódio 
responsável pela predisposição para a disseminação de infecções bacterianas 
apresentada pelos doentes com malária. Apesar dos resultados obtidos demonstrarem 
que, de facto, a hemozoína poderá ter influência, na medida em que os fagócitos 
incubados com hemozoína têm as suas funcionalidades diminuídas, será necessário 
prosseguir com esta linha de investigação. A realização de estudos com o modelo 
murino, nos quais os animais serão sujeitos à exposição com hemozoína, permitindo aos 
fagócitos ingeri-la, e posteriormente infectados com Salmonella, poderá proporcionar 
um melhor esclarecimento no verdadeiro papel da hemozoína.  
Dever-se-á ainda, proceder a um estudo molecular sistemático para melhor se 
compreender as interacções entre a hemozoína e os fagócitos, nomeadamente a forma 
como é internalizada e como se processa a inibição das funções dos referidos fagócitos. 
Desta forma, poder-se-á igualmente compreender de que forma a hemozoína facilita a 
sobrevivência intra-celular de bactérias. 
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A investigação da imunomodulação da hemozoína  
Através do estudo realizado é possível compreender as dificuldades no âmbito da 
investigação dos efeitos imunológicos da hemozoína. Nos últimos anos, têm sido alvo 
de discussão as diversas ambiguidades verificadas nos diferentes estudos imunológicos, 
que procuram entender qual o efeito da hemozoína na imunopatologia da malária. Como 
se pode verificar pelos resultados obtidos neste estudo, foi possível observar efeitos 
distintos associados a diferentes tipos de hemozoína, dentro do mesmo trabalho, 
utilizando as mesmas metodologias e, em determinados ensaios, o mesmo dador. A 
hemozoína sintética produzida no Japão, utilizada maioritariamente neste trabalho, foi 
utilizada por Coban e os seus colaboradores em diversos estudos já publicados. 
Contrariamente ao que se obteve neste estudo, no qual a hemozoína sintética aparenta 
produzir um efeito imunossupressor sobre os fagócitos, nos estudos publicados pelos 
nossos colaboradores a mesma hemozoína apresenta um efeito activador do sistema 
imunitário. Os autores descrevem que a hemozoína sintética provoca a activação da 
imunidade inata por um mecanismo dependente de TLR9 
89
 e produz uma forte resposta 
face a antigénios específicos, podendo, desta forma, ser um potencial adjuvante para 
vacinas contra a malária 
89
.  
Um outro estudo, recentemente publicado, afirma que a hemozoína não é ingerida por 
granulócitos mas sim os vacúolos digestivos do parasita, nos quais a hemozoína é 
formada 
98
. No presente estudo, bem como em outros trabalhos já publicados 
97
, foi 
demonstrado claramente que, a hemozoína sintética e nativa (purificada, sem os 
referidos vacúolos) são ingeridas por granulócitos. Interessantemente, neste estudo, os 
autores relatam que granulócitos previamente incubados com os vacúolos com 
hemozoína são capazes de fagocitar bactérias, no entanto revelaram uma capacidade 
bactericida comprometida. Estas observações estão de acordo com as do presente 
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estudo. Dasari e os colaboradores utilizaram, igualmente, Salmonella entérica serótipo 
Typhimurium. Foi ainda, utilizado pelos autores, o modelo clássico de estudos de 
fagocitose, Staphylococcus aureus, como forma de corroborar os resultados obtidos 
com Salmonella 
98
. 
De forma a compreender qual a verdadeira função da hemozoína na imunopatologia da 
malária será necessário estabelecer equipas multidisciplinares. O estudo da hemozoína 
aborda áreas de investigação distintas e os problemas com que os investigadores se 
deparam estão, por vezes, fora do âmbito da sua área de especialização. Uma correcta 
abordagem desses problemas requer uma estrita cooperação entre médicos, biólogos e 
imunologistas que compreendem a patologia associada e químicos, engenheiros de 
materiais e físicos que compreendem o processo de síntese e formação do cristal de 
hemozoína.  
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7. Conclusão 
Sabe-se que os doentes com malária têm maior predisposição para infecções bacterianas 
disseminadas: No entanto, as causas para esta predisposição não estão, ainda, 
esclarecidas. A identificação de factores específicos da infecção por plasmódio, 
responsáveis por esta susceptibilidade, é de extrema importância. Uma vez que os 
fagócitos constituem a primeira linha de defesa do organismo contra patogéneos 
externos, caso as suas funções fagocíticas e bactericidas estejam comprometidas, pode 
resultar numa disseminação da infecção bacteriana. No presente estudo verificou-se que 
a hemozoína afecta as funções fagocíticas de monócitos e de granulócitos. Nos ensaios 
com bactérias viáveis, foi ainda possível verificar que a capacidade bactericida dos 
fagócitos, previamente incubados com hemozoína, se encontrava reduzida, resultando 
numa maior sobrevivência bacteriana. Este trabalho sugere que a hemozoína possa ser 
um factor específico da infecção por plasmódio, responsável pela predisposição que 
estes doentes apresentam para disseminação de infecções bacterianas, uma vez que 
condiciona a função fagocítica e bactericida de monócitos e de granulócitos. 
De uma forma geral, este trabalho contribui para o melhor entendimento da função da 
hemozoína na imunopatologia da infecção por plasmódio e as suas interacções com o 
sistema imunitário.  
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9. Anexos 
Anexo i - Purificação de hemozoína nativa 
Os pellets provenientes das culturas de Plasmodium falciparum, foram diluídos (1:2) 
em saponina 1% (m/v) (Sigma,) e centrifugados a 4000 RPM durante 15 minutos. Após 
descartar o sobrenadante, os pellets foram distribuídos por micro-tubos de 1,5 mL e 
lavados 3 a 5 vezes com PBS. Seguiu-se uma incubação de 5 minutos no banho ultra-
sónico, e 7 a 8 lavagens em SDS 2%. Foi feita uma incubação Over night com 2 mg/ 
mL de Proteinase K (Promega – Califórnia, EUA) (preparada numa solução tampão de 
Tris-HCl (10 mM), SDS (0,5 %) e CaCla2 (Sigma, Sintra, Portugal) (1 mM) a pH 8) de 
forma a digerir os resíduos proteicos que pudessem estar associados à hemozoína.  
No dia seguinte, lavou-se novamente com SDS (Sigma, Sintra, Portugal) (2 %), 3 vezes, 
seguindo-se uma incubação de 3 horas com ureia (Sigma, Sintra, Portugal) (6M) com 
agitação. Após a incubação com ureia, a hemozoína foi lavada 3 a 5 vezes com água 
tipo II. No final das lavagens procedeu-se a uma incubação de 5 minutos no banho ultra-
sónico. A hemozoína obtida foi armazenada a 4
o
C para posteriormente ser quantificada 
e submetida a testes de pureza e qualidade.  
 
 
 
 
 
103 
 
Anexo ii - Síntese de Hemozoína Sintética 
Ambas as amostras de hemozoína sintética utilizadas neste trabalho foram sintetizadas 
pelo método de Slater, com algumas modificações. 
A hemozoína sintética cedida pela Professora Doutora Cevayir Coban foi sintetizada 
segundo descrito na referência número 
111
. 
A síntese da hemozoína produzida no Instituto de Medicina Molecular foi realizada 
através da dissolução de 475 mg de cloreto de hemina em NaOH (0,1M). Após a 
dissolução da hemina, procedeu-se à precipitação da porfirina por adição de 35 mL de 
ácido acético glaciar. A cristalização do precipitado foi promovida pelo aquecimento 
continuo (over night) a 80
o
C, com agitação. De forma a remover o heme não 
cristalizado, procedeu-se a três lavagens, durante três horas, com bicarbonato de sódio 
(100 mM) a pH 9,1. Entre cada lavagem a solução foi centrifugada a 4000 RPM durante 
15 minutos. No final das lavagens incubou-se over night com água ultra pura (Gibco, 
Invitrogen). Após esta incubação a solução foi lavada três vezes com água ultra pura. 
Por fim ressuspendeu-se a hemozoína produzida em 5 volumes de água ultra pura e 
armazenou-se a 4
o
C. A hemozoína produzida foi quantificada e submetida a testes de 
pureza e qualidade. 
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Anexo iii - Metodologia de avaliação da contaminação por bactérias do 
género Mycoplasma 
A hemozoína a testar foi incubada over night em RPMI-1640 (Gibco, Invitrogen), de 
forma a permitir o desenvolvimento de bactérias do género Mycoplasma, possíveis 
contaminantes da amostra.  
A hemozoína incubada foi lavada com tampão de lavagem por centrifugação a 13 000 
RPM durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet guardado a -20
o
C. 
As amostras foram posteriormente ressuspendidas em 50 µL de solução A e B, (numa 
proporção 1:1) e incubadas durante 1 hora a 60
o
C e durante 10 minutos a 90
o
C.  
A reacção de amplificação foi realizada num volume final de 25 μL contendo: 12,5 μL 
de MasterMix 2X (Promega, California, EUA), 1 μL de cada iniciador de reacção (0,4 
μM), 7,5 μL de água ultra pura estéril e 3 μL da amostra a testar.  
Após a realização da reacção de PCR, a presença de ADN bacteriano foi investigada 
recorrendo a elctroforese em gel de agarose (1%). O gel foi submetido a uma corrente 
de 90V durante 1 hora. A revelação do gel é feita através da incorporação do reagente 
Gelred (1:20 000) (Biotium, California, EUA), um agente intrecalante, fluorescente 
quando exposto a radiação ultra-violeta.  
Tabela 5 Constituintes das soluções utilizadas 
Solução A Solução B 
Tris-HCl pH8,3 10 mM Tris-HCl pH8,3 10 mM 
KCl 100 mM Tween 20 (1 %) 
MgCl2 2,5 mM MgCl2 2,5 mM 
 Triton X-100 (1 %) 
 Proteinase K 120 µg/mL 
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Anexo iv - Consentimento informado 
Participação no estudo: “A imunomodulação do pigmento malárico (hemozoína) aumenta a 
susceptibilidade para infecções bacterianas disseminadas?” 
O presente estudo tem como objectivo o estudo do pigmento malárico. Este pigmento é 
formado durante uma infecção por malaria, doença que é transmitida por um mosquito e 
que no humano infecta os glóbulos vermelhos. O nosso interesse no estudo deste 
pigmento está no facto de se suspeitar que o pigmento está envolvido em interacções 
com o hospedeiro e que no longo termo poderá causar imunodepressão, ou seja, torna-se 
mais provável que um doente com malaria seja infectado com outras doenças.  
Assim amostras de sangue de dadores saudáveis irão ser usadas para obter glóbulos 
brancos (PBMC). Estes PBMC vão depois ser incubados com pigmento malárico, a 
crescer em cultura. Após incubação determina-se a expressão de marcadores na 
superfície dos PBMC, que são indicadores de como estas células respondem durante 
uma infecção.  
Gostaria de pedir o seu consentimento e colaboração no estudo acima referido a realizar 
no Instituto de Medicina Molecular.  
Para tal gostaria que permitisse a realização da colheita de uma amostra de sangue 
(aproximadamente 10-12ml: mais ou menos o que é retirado numa análise de rotina).  
Toda a informação será mantida confidencial e não serão realizadas quaisquer análises 
de natureza clínica às amostras colhidas.  
O consentimento pode ser retirado a qualquer altura pelo dador, sem prejuízos para o 
mesmo. O voluntário pode contactar o IP (Prof. Dr Thomas Hanscheid, 
t.hanscheid@fm.ul.pt; Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina, 
Hospital de Santa Maria, Avenida Prof. Egas Moniz, 1649-028 Lisboa; Telefone: 
217999458) para quaisquer esclarecimentos ou para que lhe sejam disponibilizados os 
resultados do estudo em questão. 
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Consentimento Informado 
Particpação no estudo: “A imunomodulação do pigmento malárico (hemozoína) 
aumenta a susceptibilidade para infecções bacterianas disseminadas?” 
O abaixo-assinado declara que se encontra consciente da finalidade do estudo; que toda 
a informação pessoal será mantida confidencial; que pode solicitar os resultados do 
estudo bem como que todas as suas dúvidas lhe foram esclarecidas.  
Mais declara que está informado acerca do carácter voluntário da sua participação, pelo 
que subscreve a presente autorização de participação no estudo. 
O consentimento pode ser retirado a qualquer altura pelo dador, sem prejuízos para o 
mesmo. O voluntário pode contactar o IP (Prof. Dr Thomas Hanscheid, 
t.hanscheid@fm.ul.pt; Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina, 
Hospital de Santa Maria, Avenida Prof. Egas Moniz, 1649-028 Lisboa; Telefone: 
217999458) para quaisquer esclarecimentos ou para que lhe sejam disponibilizados os 
resultados do estudo em questão.     
 
 
Lisboa, ___ de  _____________ de 20___ 
 
 
_____________________________________________________ 
(assinatura legível) 
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Anexo v – Preparação do meio completo de cultura de Plasmodium 
falciparum 
O Albumax foi preparado através da dissolução dos seguintes reagentes em água do tipo 
I.  
Tabela 6 Lista de reagentes utilizados na preparação de Albumax 
Reagente Quantidade Marca 
AlbuMAX II® 25 g 
Gibco, Invitrogen, Madrid, 
Espanha 
RPMI-1640 (com L-
glutamina, sem NaHCO3) 
5,2 g 
Gibco, Invitrogen, Madrid, 
Espanha 
HEPES 2,98 g VWR, Carnaxide, Portugal 
NaHCO3 1,67 g Sigma, Sintra, Portugal 
Glucose 1,0 g Sigma, Sintra, Portugal 
Gentamicina (a 50 mg/mL) 500 μL 
Gibco, Invitrogen, Madrid, 
Espanha 
Hipoxantina * 0,1 g Sigma, Sintra, Portugal 
 
 
Após a dissolução dos reagentes a cima mencionados ajustou-se o pH da solução a 7,2-
7,4 e perfez-se até ao volume de 500 mL, com água tipo II. A solução foi 
posteriormente filtrada com um filtro estéril de 0,22 μm e guardada a -20o C em 
alíquotas de 50 mL. 
Meio completo para a cultura de malária (MCM, do inglês Malaria Complete 
parasite Medium) 
Adiciona-se a 500 mL de RPMI-1640 cinquenta mL de albumax, cinco mL de L-
glutamina (200 mM), 12 mL de HEPES e 500 μL de gentamicina (50 mg/mL). 
 
 
* A hipoxantina foi previamente preparada através da adição NaOH, gota a gota, até a 
dissolução completa  
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Anexo vi – Análise quantitativa e qualitativa e das diferentes hemozoínas 
utilizadas 
 
Cálculo da concentração de Hemozoína 
Tabela 7: Densidades ópticas e factores de diluição utilizados para determinar a 
concentração de hemozoína 
Tipo de Hemozoína 
Densidade 
óptica (OD) 
do branco  
Densidade 
óptica (OD) 
do 
calibrador 
Densidade 
óptica (OD) 
da amostra 
Factor de 
diluição 
(n) 
Concentração 
(mM) 
Hemozoína Sintética 
(produzida no IMM) 
0,074 0,518 0,211 18,54 3,5 
Hemozoína sintética 
produzida no Japão 
0,074 0,518 0,450 17,0 7,8 
Hemozoína Nativa 
 
0,035 0,57 0,16 100,0 1,5 
 
                               
                       
                     
         
 
Avaliação da contaminação com heme 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A                        B                              C 
Figura 28: Cromatogramas de avaliação da contaminação das diferentes hemozoínas 
com heme. Cromatogramas de cromatografia em camada fina. Painel A – hemozoína sintética 
produzida no IMM. Painel B - hemozoína nativa. Painel C –hemozoína sintética produzida no 
Japão. 
109 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30: Avaliação de contaminação das diferentes hemozoínas com bactérias do género 
Mycoplasma. Gel de agarose a 1% corado com Gel-Red (1/20.000) utilizado para avaliar a 
contaminação de hemozoína nativa (nHz) e sintética, produzida no IMM, (sHz) com bactérias 
do género Mycoplasma. No interior do quadrado vermelho encontra-se o fragmente de ADN 
que se obteria caso houvesse contaminação. 
A B 
Figura 29: Avaliação da contaminação com proteínas e ADN. Painel A - Gel de poliacrilamida 
utilizado para avaliar a contaminação de hemozoína sintética produzida no IMM (sHzimm) e e 
hemzoína nativa (nHz). No primeiro e último poço encontra-se loading buffer (LB). Painel B – Gel 
de agarose utilizado para avaliar a contaminação de contaminação com ADN de hemozoína 
sintética produzida no IMM (sHzimm) e hemzoína nativa (nHz) 
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Anexo vii – Unidades formadoras de colónias de Salmonella enterica serótipo 
Typhimurium obtidas para cada tempo de incubação com hemozoína e respectivos 
controlos. 
 
Tabela 8 Unidades formadoras de colónias de Salmonella enterica serótipo Typhimurium 
ensaio bactericida com monócitos pré-incubados com ou sem hemozoína. 
 CFUs/ mL obtidas após o 
ensaio bactericida 
(15 minutos de incubação com 
monócitos) 
CFUs/ mL obtidas após o ensaio 
bactericida 
(60 minutos de incubação com 
monócitos) 
Monócitos 
pré-incubados 
durante 6 
horas 
Nd 
650 
Nd 
2850 
460 2980 
310 4000 
Beads 
540 
Beads 
4190 
390 4190 
1350 3630 
Hz 
3020 
Hz 
 
2330 Incontável 
4848  
Monócitos 
pré-incubados 
durante 24 
horas 
Nd 
150 
Nd 
300 
290 259 
250 473 
Beads 
210 
Beads 
111 
100 Sem informação 
170 Sem informação 
Hz 
3710 
Hz 
 
3590 Incontável 
4040  
Monócitos pré-incubados durante seis ou 24 horas sem nada (Nd), com beads de Látex (beads) 
ou com 50 μM de hemozoína sintética (produzida no Japão) 
Aumento da sobrevivência de Salmonella no ensaio bactericida (15 minutos) onde 
os monócitos foram pré-incubados com hemozoína 
Média de CFU’s de Salmonella incubada com os monócitos controlo durante: 
 6 horas - 473 
 24 horas – 230 
Média de CFU’s de Salmonella incubada com os monócitos pré-incubado com 
hemozoína durante: 
 6 horas - 3410 
 24 horas – 3780 
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Aumento após 6 horas: 
    
   
 = 7,2   Aumento após 24 horas: 
    
   
 = 16,4 
